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En las primeras descripciones que se realizaron de los 
componentes de la sangre se dijo que ésta estaba formada por dos 
tipos celulares, los leucocitos y los hematíes1. No se consideraron a 
las plaquetas como un elemento más, sino que se les confundió con 
bacterias que habían contaminado la sangre o simplemente 
partículas de polvo. Poco a poco y conforme fueron avanzando los 
estudios en el campo de la óptica, se descubrió que había un 
elemento más en la sangre, las plaquetas2. Varias fueron las causas 
que retrasaron su hallazgo, como es su pequeño tamaño, mucho más 
que el de los hematíes y los leucocitos, y su capacidad de agregación, 
es decir de unirse las unas con las otras, impidiendo observarlas como 
elementos independientes1. 
No fue hasta finales del siglo XIX, cuando Giulio Bizzozero 
observó en la circulación sanguínea de animales vivos la presencia 
de unos elementos que se agrupaban en los vasos dañados y daban 
lugar a la formación del tapón hemostático. Les llamó “petit plaques” 
(pequeñas placas)3. Pero su origen continuaba siendo un misterio. 
Algunos científicos creían que las plaquetas procedían de los núcleos 
que habían sido expulsados por los eritoblastos en su proceso de 
maduración. En cambio, otros pensaban que procedían de la 
desintegración de los leucocitos cuando éstos se activaban. A 
principios del siglo XX, James Homer Wright demostró a través de la 
tinción de preparaciones histológicas de médula ósea, que eran los 
megacariocitos los que daban lugar a las plaquetas mediante la 




Pese a ser el elemento forme más pequeño de la sangre, como 
veremos, a lo largo de los últimos 50 años se ha avanzado 
enormemente en el conocimiento del papel jugado por las plaquetas en 
la hemostasia y la trombosis. Y no sólo esto, sino que recientemente se 
está poniendo de manifiesto que las plaquetas participan de forma 
central en muchos otros procesos de la fisiología y la fisiopatología 
humana, tanto del sistema cardiovascular como de otras respuestas del 
organismo (respuesta inmune, inflamación, reparación de tejidos, etc.)5. 
 
1.1. Papel de las plaquetas en la fisiopatología 
 Tradicionalmente, se ha considerado que la plaqueta tenía 
una única función, participar en la hemostasia y la trombosis. La 
hemostasia se define como un mecanismo formado por una serie de 
reacciones fisiológicas y bioquímicas que tienen como finalidad detener 
la hemorragia cuando se produce un daño o un traumatismo en un 
vaso sanguíneo6.  
 La hemostasia requiere de la interacción de tres sistemas como 
son: los componentes del vaso (células endoteliales y matriz 
subendotelial), los elementos celulares de la sangre (leucocitos, 
hematíes y plaquetas) y las proteínas plasmáticas de los sistemas 





 Figura 1.1. Los componentes de la hemostasia. La hemostasia se 
consigue por la interacción de tres sistemas: componentes del vaso (células 
endoteliales y matriz subendotelial (señaladas con unas flechas), componentes 
celulares de la sangre (leucocitos, hematíes y plaquetas) y las proteínas plasmáticas del 
sistema tanto intrínseco como extrínseco de la coagulación. 
 
 El equilibrio hemostático se consigue por el balance que se 
produce entre los distintos sistemas que lo forman. Pero alteraciones 
cualitativas y/o cuantitativas en uno o varios de estos sistemas pueden 
dar lugar a una hemostasia y/o coagulación alteradas que pueden 
acabar en diferentes problemas hemorrágicos o trombóticos8,9. Un 
ejemplo de trombosis es aquel que ocurre en los sitios de daño 
vascular causados por la presencia de una placa aterosclerótica. Estas 
estructuras provocan una alteración de la hemostasia que puede 
acabar en una trombosis arterial o venosa en puntos críticos de la 
circulación coronaria o cerebral. Por lo tanto, se define la trombosis 
como una forma descontrolada de la hemostasia. 
La plaqueta es un elemento de la sangre altamente 
especializado, como demuestra su participación crucial en los 
procesos de hemostasia y trombosis. Su papel está claramente 




una disfunción plaquetaria cuantitativa y/o cualitativa10, y por el 
beneficio clínico antitrombótico de los fármacos antiplaquetarios11,12. 
La trombosis es una patología compleja, dinámica y 
multifactorial a la que contribuyen activamente el endotelio, los 
factores plasmáticos de la coagulación, las células sanguíneas, los 
factores hemorreológicos dependientes de la geometría de los vasos 
y la viscosidad de la sangre.  
En la actualidad, está ampliamente aceptado que una 
activación-agregación plaquetaria elevada podría conducir a 
complicaciones isquémicas en el área vascular cerebral o coronaria. 
Los fármacos antiplaquetarios más utilizados en las alteraciones 
trombóticas son el ácido acetilsalicílico (AAS) o aspirina y los 
bloqueantes del receptor P2Y12. Su asociación para la prevención y el 
tratamiento de estas complicaciones trombóticas han demostrado un 
alto beneficio clínico para el tratamiento de estas complicaciones y su 
prevención secundaria13. 
Pero la plaqueta no solo juega un papel determinante en la 
hemostasia primaria y en los procesos trombóticos, sino que también 
participa en otros procesos fisiopatológicos como la inmunidad, el 
cáncer, la inflamación, la angiogénesis, etc.5,14,15.  
En este sentido, se ha descrito a las plaquetas como 
estructuras complejas, principalmente en tres niveles: por la 
presencia de múltiples receptores en su membrana, por su capacidad 
de almacenar, sintetizar y liberar multitud de compuestos diferentes, 
y finalmente, por su complejo sistema de transmisión de señales que 
les permite responder de forma específica a cada estímulo, e 




plaqueta es capaz de interactuar con las células de su entorno, como 
los leucocitos, eritrocitos y células endoteliales, estableciendo un 
diálogo bidireccional con ellas17.  
Todas estas características favorecen que exista un interés 
en las plaquetas que va más allá del campo de la hemostasia y la 
trombosis. En consecuencia, el estudio de la activación plaquetaria 
en la fisiopatología humana, la comprensión de los mecanismos 
bioquímicos que interviene en la misma y las posibilidades para su 
control farmacológico, constituye un campo de gran importancia en la 
investigación biomédica. Sin embargo, actualmente persisten 
múltiples lagunas en el conocimiento de su formación, el 
funcionalismo, el metabolismo, la especificidad de estímulo, los 
mecanismos de la regulación de su vida media, los subtipos 
plaquetarios, etc. 
 
1.2. Las plaquetas: estructura celular y componentes 
moleculares 
 Una persona adulta tiene un número de plaquetas circulante en 
sangre que oscila entre 150-400x103plaquetas/µL, con una vida media 
de aproximadamente 5-9 días. Para mantener un número constante de 
plaquetas, se necesita por un lado que los megacariocitos produzcan 
alrededor de 50-10x103plaquetas/µL/día, y por otro que las plaquetas 
viejas sean destruidas por los fagocitos en el bazo y por las células de 
Kupffer en el hígado18. Cada plaqueta tiene un diámetro de 2-5 μm, con 
una anchura de 0,9±0,3 μm y un volumen de 7,06±4,85 fL19. 
 En cuanto a su estructura celular, encontramos en la parte más 




glicoproteínas (Gp) que permite a la plaqueta interaccionar con 
diferentes estructuras subendoteliales procedentes de los vasos 
lesionados. Es la zona por la que entra en contacto con su entorno. A 
continuación, se encuentra la membrana citoplasmática, la clásica 
bicapa lipídica con los fosfolípidos distribuidos de forma asimétrica 
(fosfatidil serina en la cara interna). La bicapa es capaz de 
reorganizarse en respuesta a un agonista plaquetario y pasar a 
exponer la fosfatidil serina al exterior, proporcionando una superficie 
plaquetaria con actividad procoagulante20. También se encuentran en 
la membrana las balsas lipídicas o “lipid rafts”, las cuales incluyen a 
diversos receptores plaquetarios, como el receptor del tromboxano A2 
(TXA2-R). Esta estructura facilita la transmisión de señales al interior de 
la célula21.  
 En la membrana citoplasmática se producen varias 
invaginaciones que dan lugar al sistema canicular abierto (SCA), 
reservorio de la membrana que le permite formar los pseudópodos 
durante la activación plaquetaria, y al sistema tubular denso (STD), 
vestigio del retículo endoplasmático liso del megacariocito (Figura 1.2). 
El STD almacena el Ca2+ que se libera al citoplasma de las plaquetas 
tras la estimulación, además contiene las actividades ciclooxigenasa-1 
(COX-1) y tromboxano sintetasa requeridas para la conversión del 





 Figura 1.2. La morfología de la plaqueta. Gránulos alfa, gránulos densos, 
lisosomas, mitocondria, sistema canicular abierto, sistema tubular denso, membrana 
plasmática, microtúbulos, glucógeno, adaptada de Martin, JF.23. 
 
  Las plaquetas en reposo mantienen su forma discoidal debido 
a la presencia de una banda circunferencial marginal compuesta por 
7-12 anillos filamentosos. Esta banda está compuesta casi en su 
totalidad por microtúbulos formados por dímeros de αβ-tubulina24. 
También poseen un citoesqueleto compuesto por actina y miosina. 
Tanto los microtúbulos como el citoesqueleto son los responsables 
del mantenimiento de la forma en plaquetas en reposo y de formar 
los pseudópodos cuando las plaquetas se activan. La activación 
plaquetaria induce un proceso de cambio de forma y la liberación de 
gránulos que requiere de la polimerización/despolimerización de los 
microtúbulos y la reorganización del citoesqueleto25. El citoplasma de 
la plaqueta también contiene microfilamentos, filamentos 
submembranosos, glucógeno, mitocondrias, gránulos α y densos y 
lisosomas26. 
 Las plaquetas son capaces de comunicarse con su entorno, 




sus gránulos que forma parte del secretoma plaquetario. Los gránulos 
plaquetarios son de tres tipos: gránulos α, gránulos densos y lisosomas 
(Tabla 1.1), los cuales pueden ser liberados al medio extracelular por 
exocitosis como consecuencia de la estimulación plaquetaria, en un 
proceso conocido como reacción de liberación27.  
Tabla 1.1. Contenido de los gránulos plaquetarios 
 
 
 Los gránulos α son los más heterogéneos y abundantes, 
alrededor de 50-80 gránulos/plaqueta, con un tamaño de 200-500 nm. 
Mediante análisis proteómico se han identificado cientos de proteínas, 
las cuales juegan un importante papel en diferentes procesos como la 
hemostasia, la inflamación, reparación de tejidos y las interacciones 
célula-matriz28. En el interior de los gránulos α se almacenan factores 
anticoagulantes y procoagulantes, factores angiogénicos y 
proangiogénicos, mediadores proinflamatorios y antinflamatorios, 




variedad en el contenido de los gránulos α se deba a la existencia de 
diferentes poblaciones de gránulos con contenidos distintos. Este 
hecho daría explicación a la capacidad de las plaquetas de mediar en 
distintos procesos biológicos29. Un aspecto interesante de la liberación 
de los gránulos α es que existen diversos estudios donde se propone 
que la liberación pudiese ser diferente dependiendo del estímulo, 
aunque éste es un tema en discusión30. Hay que tener en cuenta que 
algunos de los receptores más importantes para la agregación 
plaquetaria se encuentran, al menos en parte, en los gránulos α, como 
el receptor integrina Gp αIIbβ3 o la P-selectina, entre otros.  
 Los gránulos densos son los más pequeños (150 nm) y menos 
abundantes, hay entre 3-6 gránulos/plaqueta26. Se forman en el 
megacariocito y contienen altas concentraciones de nucleótidos de 
adenina (653 mM de ADP y 436 mM de ATP), polifosfatos y serotonina 
o 5-hidroxitriptamina (5HT)31. Además, contienen el 70% de los 
cationes bivalentes, especialmente Ca2+, con una concentración de 2,2 
M31. 
 Los lisosomas plaquetarios contienen enzimas que degradan 
las proteínas, como pueden ser las catepsinas y las colagenasas. 
También se ha descrito la presencia de enzimas con capacidad para 
degradar los carbohidratos como la glucosidasa y la galactosidasa31. 
 Durante la activación plaquetaria, no solo se produce la 
liberación del contenido de sus gránulos, sino que también se liberan 
otras moléculas que forman parte de su citoplasma como son los 
ácidos nucleicos, las micropartículas y los distintos compuestos 




 Con respeto a los ácidos nucleicos en las plaquetas, como 
éstas son células sin núcleo, nunca se les han tenido mucho en cuenta. 
Sin embargo, recientes estudios han demostrado que las plaquetas 
poseen no sólo distintos ARN mensajeros (ARNm), sino también toda 
la maquinaria requerida para procesar estos ARNm y sintetizar 
proteínas como la COX-1 o la IL-1β32. Además, la huella del ARNm en 
las plaquetas puede variar en distintas circunstancias patológicas, lo 
que sugiere que el análisis del perfil de ARNm en las plaquetas podría 
usarse con fines diagnósticos32. Las plaquetas también son una fuente 
importante de ARN no codificante como los micro ARN (miARN)33. 
Éstos pueden ser liberados por las plaquetas en distintas condiciones, 
transfiriéndolos a otras células y de esta manera regular su actividad 
génica34.  
 Las micropartículas de origen plaquetario son el tipo de 
micropartícula más abundante en la sangre, constituyendo entre un 70-
90 % del total de micropartículas circulantes en sujetos sanos. Pueden 
actuar como un marcador de activación plaquetaria y de evolución de la 
enfermedad, pero también como intermediarios entre diversos tipos 
celulares35. Las micropartículas plaquetarias se forman 
constitutivamente en sujetos sanos, pero son rápidamente retiradas de 
la circulación, principalmente por su internalización por las células 
endoteliales o por quedar atrapadas en el bazo. El contenido de las 
micropartículas es muy variado e incluye receptores de membrana de 
distintos tipos, proteínas, citocinas, ácidos nucleicos y factores de la 
coagulación34,35.  
 Respecto a los compuestos que son capaces de sintetizar las 
plaquetas, cabe destacar al TXA2 de entre todos los eicosanoides. La 




fosfolípidos de la membrana por la acción de la fosfolipasa A2 
citoplasmática (cPLA2). Esta enzima no está inactiva cuando las 
plaquetas se encuentran en reposo. Para su activación, se requiere 
de un aumento del Ca2+ citoplasmático. Además, la cPLA2 posee 
varias serinas que deben ser fosforiladas para ser activa. Los 
residuos de la Ser505 y la Ser707 se fosforilan por la acción de las 
proteínas cinasa de mitógenos (MAPK), como es la p38 MAPK y la 
ERK1/2. A continuación, el AA es metabolizado por el sistema COX-
1/Tromboxano sintetasa, hasta producir el TXA2 (Figura 1.3)36.  
 
 Figura 1.3. La síntesis del TXA2 en las plaquetas. La cPLA2 es activada 
por el aumento de Ca2+ citoplasmático y por la fosforilación de los residuos de serina 
(Ser727 y Ser505). Una vez activada libera el ácido araquidónico de la membrana. A 
continuación, el sistema COX-1/Tromboxano sintetasa lo metaboliza hasta producir 
TXA2. 
 
1.3. Secuencia de activación de las plaquetas 
En condiciones fisiológicas normales, las plaquetas circulan 
cerca de las células endoteliales de los vasos sanguíneos sin unirse, 




células endoteliales sanas. Éstas liberan inhibidores plaquetarios 
como el óxido nítrico (NO) o la prostaciclina (PGI2) que impiden que 
las plaquetas se adhieran y se activen37. Pero cuando se produce un 
daño en la pared del vaso o la rotura de una placa de ateroma, se 
inicia una serie de respuestas bioquímicas y celulares que dan lugar 
a la activación de la hemostasia primaria.  
En primer lugar, se exponen diferentes compuestos de la 
matriz subendotelial, como el colágeno y el Factor von Willebrand 
(FvW), entre otras proteínas adhesivas (laminina, fibronectina, etc.) 
(Figura 1.4). Las plaquetas que se encuentran circulando e inactivas 
reconocen estos componentes y se adhieren. Esta adhesión 
comienza siendo transitoria y permite que las plaquetas “rueden” 
sobre la superficie. Pero esta interacción es reversible e insuficiente. 
Para ser estable se necesitan más contactos entre la plaqueta y el 
endotelio. La unión entre el receptor GPIb-IX-V al FVW y la GPVI al 
colágeno, permite que las plaquetas se queden unidas al endotelio 
dañado. Este paso facilita que la integrina α2β1 se active y tenga más 
afinidad por su sustrato, el colágeno38.  
 
Figura 1.4. Modelo de adhesión de las plaquetas. El FvW y el colágeno 
expuesto en el endotelio capturan a las plaquetas, las cuales se adhieren y ruedan 
sobre el endotelio, facilitando la unión de la GPVI al colágeno y la activación de los 
mecanismos de transición de señales necesarios para la activación de las α2β1 y αIIbβ3 y 




Una vez la plaqueta está firmemente adherida, se inician 
diversos mecanismos de transmisión de señales que incluyen la 
fosforilación de proteínas39,40, y se inicia la activación plaquetaria, 
segundo paso en la secuencia de activación16. La activación 
realmente empieza cuando el colágeno, potente agonista plaquetario, 
activa e induce la reacción de liberación en las plaquetas, dando 
lugar a la generación de un liberado celular compuesto, entre otras 
sustancias, por TXA2, AA, NO y compuestos almacenados en sus 
gránulos, que se liberan al medio extracelular. Este liberado actúa 
sobre las propias plaquetas reforzando su activación, pero también 
sobre otras plaquetas circulantes que mediante sus propios 
mecanismos de transmisión de señales, se activan y se reclutan al 
sitio de daño vascular. Paralelamente a la activación de las plaquetas 
se produce la activación de la Gp αIIbβ3, permitiendo la agregación 
plaquetaria mediada por puentes de fibrinógeno entre plaquetas 
contiguas41. 
Adicionalmente, el daño vascular sirve como señal para el inicio 
de la cascada de coagulación que dará lugar a la formación de la 
trombina20, la cual contribuye a la activación de nuevas plaquetas y la 






Figura 1.5. Secuencia de formación del trombo plaquetario. Las 
plaquetas se adhieren a las estructuras subendoteliales expuestas, activándose. Esta 
activación provoca la liberación de los gránulos. El liberado actúa sobre las plaquetas, 
reclutándolas al trombo en formación, y finalmente su consolidación. (AA: ácido 
araquidónico; NO: óxido nítrico; TXA2: tromboxano A2; 5HT: serotonina). 
 
Finalmente, a través de procesos de reorganización del 
citoesqueleto se produce la retracción del coágulo. Por otra parte, la 
activación de los procesos fibrinolíticos impide el crecimiento 
descontrolado del trombo.  
Sin embargo, debemos tener presentes que este esquema 
“clásico” de formación de un tapón hemostático o de un trombo (si el 
proceso se descontrola), es una simplificación de un mecanismo 
extremadamente complejo y del que sólo empezamos a conocer 
algunos aspectos.  
 
1.4. Receptores plaquetarios 
 Las plaquetas poseen un gran número de receptores en su 
membrana, lo que les permite responder a una gran variedad de 





Figura 1.6. Receptores plaquetarios. Receptores del colágeno (GPVI y 
α2β1), receptor de serotonina (5HT-R), receptores del ADP (P2Y1 y P2Y12), receptor 
del ATP (P2X1), receptores de la trombina (PAR-1 y PAR-4), receptor del TXA2 
(TXA2-R), receptor del FvW (GPIb/V/IX), receptor del fibrinógeno (Gp αIIbβ3) y 
receptor de la epinefrina (α2 adrenérgico). 
 
 Entre los receptores plaquetarios se pueden encontrardiferentes 
tipos de integrinas, proteínas G acopladas a receptores de siete 
dominios transmembrana, diversos receptores para el ADP, proteínas 
que pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas, etc.16. Una 
manera de clasificar los receptores plaquetarios es dividirlos en dos 
grupos principales. Por una parte, los receptores con siete dominios 
transmembrana, asociados a proteínas G, que responden a sustancias 
solubles como la trombina, el ADP o el TXA2. Por otra parte, los 
receptores tipo integrina, relacionados con la fosforilación de proteínas 
en tirosina que median en las reacciones de adhesión a proteínas 
como fibrinógeno o colágeno. Además, existen en la membrana 





 Figura 1.7. Activación de la plaqueta mediante la transmisión de señal 
a través de sus receptores. Los receptores con siete dominios transmembrana 
unidos a proteína G son capaces de provocar la activación de la fosfolipasa C β 
(PLCβ) a través de Gq y a la vez inhibir a la adenilato ciclasa (AC) por la Gi lo que se 
traduce en incremento de Ca2+ y activación de la proteína cinasa C (PKC), y 
reducción de los niveles de AMP cíclico (AMPc). Los receptores de integrina 
provocan el mismo efecto empleando tirosina quinasa (TQ), y activando de la 
fosfolipasa C γ (PLCγ) por fosforilación.  
 
 Aunque hemos avanzado mucho en el conocimiento de los 
mecanismos que regulan los complejos sistemas de transmisión de 
señales inducidos por los diferentes receptores plaquetarios, aún 
estamos lejos de comprender totalmente estos sistemas, lo que 
constituye uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral. 
 
 
1.4.1. Receptores PAR 
 Los receptores de siete dominios transmembranas constituyen 
la familia de receptores más abundante en las células eucariotas. En 
las plaquetas abundan especialmente diferentes tipos de estos 
receptores, pero cabe descatar los PAR (Protease Activated 




receptores tienen la capacidad de transformar un proceso proteolítico 
del agonista de la parte exterior de la célula en una señal intracelular44.  
 Las plaquetas humanas expresan dos receptores para la 
trombina, PAR-1 y PAR-4. La activación de cualquiera de estos dos 
es suficiente para producir la secreción y la agregación plaquetaria. 
La trombina es el más potente activador de las plaquetas, provoca 
cambios de forma43,45, secreción de gránulos, síntesis de TXA2, 
movilización de P-selectina, exposición de CD40 a la superficie 
celular y activación de Gp αIIbβ346. Los receptores PAR se activan 
cuando la trombina se corta por un punto concreto del extremo N-
terminal y se libera un fragmento corto. La aparición del nuevo extremo 
N-terminal permite su unión al receptor y generar una señal (Figura 
1.8). Es interesante que el extremo N-terminal liberado es a su vez un 
potente agonista plaquetario, con prácticamente la misma potencia 
agregante que la trombina, aunque su mecanismo de acción está poco 
estudiado45.  
 Es importante conocer cómo se produce la señalización del 
receptor de la trombina. El receptor PAR-1 está ligado a distintas 
proteínas G, las cuales provocan dos respuestas principales. Por una 
parte, se produce la inhibición de la AC a través de Gi. Y por otra parte 
se produce la activación de la PLCβ mediada por Gq, lo que conduce a 
la generación de Inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG) que 
provocan el incremento de Ca2+ y la activación de proteína la cinasa C 





 Figura 1.8. Mecanismo de activación del receptor PAR-1 por la 
trombina. La trombina al unirse al receptor PAR-1 se corta en dos extremos, el N-t 
(naranja oscuro) que se une al receptor y el nuevo extremo N-t (naranja claro) que se 
queda libre. El extremo unido al receptor activa la Gq y Gi causando la inhibición de la 
AC y la activación de PLCβ, respectivamente, permitiendo el aumento de Ca2+ 
intracelular.  
 
1.4.2. Receptores del ADP 
El ADP es un importante agonista plaquetario primario, que es 
liberado por los gránulos densos de las plaquetas cuando éstas se 
activan48,49. Estos nucleótidos de adenina actúan sobre los 
receptores P2, de los cuales se han identificado tres tipos en las 
plaquetas, dos para el ADP: P2Y1 y P2Y12, y el P2X1 para el ATP50. El 
receptor P2Y12 está asociado a Gαi2 y provoca la inhibición de la AC 
mediada por el ADP51, además de jugar un papel en la activación de la 
Gp αIIbβ352, en la estabilización de los agregados por la activación 
fosfatidil inositol 3- cinasa (PI3K)53 y en la potenciación de la secreción 
plaquetaria54. Por su parte, el receptor P2Y1 es capaz de producir el 
cambio de forma de las plaquetas, por una vía que implica la 




coactivación de Gq y Gi a través de P2Y1 y P2Y12, respectivamente, es 
necesaria para obtener una agregación irreversible al ADP52 (Figura 
1.9). 
 
Figura 1.9. Receptores para el ADP y su implicación en la reactividad 
plaquetaria. La plaqueta posee un receptor para el ATP (P2X1) que funciona como un 
canal de Ca2+, y dos receptores para el ADP (P2Y1 y P2Y12). La activación de P2Y1 es 
capaz de producir una agregación parcial y reversible, siendo necesaria la activación 
simultánea de P2Y12 para convertir esta agregación en irreversible, sin embargo, la 
activación exclusiva de P2Y12 no es capaz de producir agregación plaquetaria. 
 
También se ha demostrado la existencia de un tercer receptor 
unido a un canal de iones, el receptor P2X155, responsable de la rápida 
entrada de Ca2+, cuando es activado por el ATP56, y participando en el 
cambio de forma plaquetar. 
 
1.4.3. Receptores tipo integrinas 
 Las integrinas son los receptores de adhesión y señalización 
más abundantes en cualquier tipo celular57. La principal característica 




señalizando desde el interior hacia el exterior de la célula y desde el 
exterior hacia el interior celular.  
 Cuando las plaquetas están en reposo, algunas integrinas 
muestran una conformación inactiva, con la que no se unen a su 
sustrato. Requieren de un proceso de activación para poder ser 
funcionales que se inicia por diferentes mecanismos intracelulares, 
proceso que se conoce como señalización dentro-fuera. Una vez 
activadas, las integrinas son capaces de unirse a su ligando y generar 
otra señal que refuerza la activación plaquetaria, mediante el proceso 
de señalización fuera-dentro.  
 La integrina más estudiada es la Gp αIIbβ3, al expresarse 
únicamente en plaquetas. Está formada por dos subunidades 
glicoproteícas la IIIa y la IIb, las cuales presentan varios sitios de unión 
a su sustrato. La Gp αIIbβ3 es esencial para la agregación plaquetaria al 
formar puentes de fibrinógeno entre plaquetas58 (Figura 1.10). 
En las plaquetas en reposo, la Gp αIIbβ3 presenta una 
configuración inactiva, pero el estímulo de un agonista plaquetario 
activa los mecanismos de transmisión de señales conocidos como 
señalización dentro-fuera que conducen al cambio y activación de la 
Gp αIIbβ3, permitiendo su unión al fibrinógeno59. Esta unión permite la 
agregación plaquetaria y a su vez amplifica la estimulación en el 





 Figura 1.10. Estructura de la Gp αIIbβ3. Este receptor está formado por dos 
cadenas glicoproteínas, IIIa (β3) y IIb (αIIb). Cada una de ellas presenta distintos puntos 
de unión al fibrinógeno y una zona de unión del Ca2+. Sitios claves para la función de la 
integrina. 
 
1.4.4. Receptores del colágeno 
Como ya se ha comentado, el colágeno subendotelial es una 
molécula clave en la activación plaquetaria. Hay tres receptores 
implicados en la respuesta plaquetaria al colágeno: el complejo 
GPIb-IX-V, el cual se une al colágeno vía FvW, la α2β1  y la GPVI, las 
cuales se unen directamente al colágeno60. 
De todos los receptores del colágeno cabe destacar a la GPVI, 
al ser clave en la adhesión plaquetaria al endotelio. La GPVI es una 
proteína transmembrana que pertenece a la superfamilia de las 
inmunoglobulinas con dos dominios extracelulares (Figura 1.11). La 
GPVI se asocia de forma no covalente con el complejo FcRγ, necesario 
para la señalización. La activación de este receptor requiere de un 
paso muy importante como es la fosforilación del dominio ITAM 
(imunoreceptor tyrosine-based activation motif), que se encuentra en el 




Lyn, producen el reclutamiento y activación de la tirosina cinasa Syk 
necesaria para iniciar los mecanismos de transmisión de señales61. 
 
 Figura 1.11. Activación de la GPVI. La unión del colágeno al complejo 
GPVI-FcRγ produce la fosforilación de su dominio ITAM por las tirosinas cinasa Fyn y 
Lyn, y el reclutamiento y activación de la tirosina cinasa Syk. Activándose la transmisión 
de señales. 
 
1.5. Modificaciones postraduccionales de las proteínas: 
acetilación 
 Al carecer de núcleo y por tanto, de la capacidad de sintetizar 
proteínas de novo (aunque en los últimos años se está poniendo en 
cuestión este dogma62), las plaquetas han sido tradicionalmente 
empleadas como modelo para el estudio de las modificaciones 
postraduccionales o de los mecanismos de transmisión de señales, 
entre otros. Además, la plaqueta presenta la ventaja frente a otros 
tipos celulares de tener la capacidad de responder de manera muy 
rápida a un estímulo, tanto activador como inhibidor, y por lo tanto es 
relativamente fácil y rápido determinar las distintas respuestas 




gránulos, la síntesis de compuestos, los procesos adhesivos, etc., así 
como los mecanismos de transmisión de señales que los regulan.  
 Uno de los mecanismos de transmisión de señales más 
importantes y estudiados son las modificaciones postraduccionales 
de proteínas. Las proteínas, tanto las plaquetarias como las de 
cualquier tipo celular pueden sufrir diversas modificaciones 
postraduccionales, que pueden alterar su función. Estas 
modificaciones pueden ser de naturaleza muy variada: oxidaciones, 
glicosilaciones, proteólisis, unión de moléculas lipídicas, unión 
covalente de proteínas pequeñas como la ubiquitina, fosforilaciones, 
metilaciones, acetilaciones, etc. Las distintas modificaciones 
postraduccionales que pueden sufrir las proteínas potencialmente 
podrían dan lugar a más de un millón de variantes diferentes, frente a 
los aproximadamente 20.000 genes codificantes de proteínas que 
encontramos en el genoma humano. Esta interacción entre genotipo 
y fenotipo, reflejada en las distintas modificaciones postraduccionales 
que puede sufrir una proteína, supone un prometedor campo de 
estudio como se verá en esta Tesis.  
 Probablemente entre las distintas modificaciones 
postraduccionales, una de las más estudiadas en las plaquetas y con 
más implicaciones funcionales es la fosforilación de proteínas, tanto 
en residuos Tyr como Ser/Thr, así como las distintas enzimas 
(cinasas y fosfatasas) que regulan estos procesos36,39,40. 
 Una de las modificaciones de proteínas que ha recibido más 
atención en los últimos años es la acetilación. Sin embargo, hasta 
hace poco, este tipo de modificación había recibido poca atención 




megacariocito63), ya que parecía afectar específicamente a histonas, 
y por tanto poco relacionado con la función plaquetaria. Como 
veremos más adelante, y de forma muy reciente, el campo de la 
acetilación como modificación postraduccional de proteínas ha 
crecido exponencialmente, y su estudio va a constituir uno de los 
objetivos principales de esta Tesis Doctoral. 
 
1.5.1. Acetilación de histonas 
Las histonas suelen estar cargadas positivamente debido a 
los grupos amino presentes en los residuos de lisina (Lys) y arginina. 
Estas cargas positivas afianzan la interacción con las cargas 
negativas de los grupos fosfato del esqueleto carbonado del ADN, 
permitiendo de esta forma la compactación. La acetilación de los 
grupos amino de las Lys neutraliza las cargas positivas de las 
histonas, impidiendo la capacidad de las histonas para unirse al 
ADN. Esta disminución de la afinidad favorece una conformación 
“abierta” de la cromatina y facilita la expresión genética de esa región 
cromosómica, permitiendo el acceso a la misma de los factores de 
transcripción64. 
Por su parte, las histonas deacetilasas (HDAC) eliminan los 
grupos acetilo, incrementando la carga positiva de las histonas y por 
tanto la afinidad de éstas al ADN. Este incremento de la unión 
condensa la estructura del ADN e impide la expresión génica. Este 
proceso se ha observado en la formación de nuevas plaquetas a 
partir del megacariocito, lo que podría explicar la trombocitopenia 
asociada a algunos tratamientos reguladores de la acetilación de 




1.5.2. Acetilación de proteínas no histonas 
 No es hasta el año 2010 cuando se describió que la 
acetilación era la modificación postraduccional más común en los 
eucariotas y además altamente conservada en el árbol evolutivo66. 
Este hecho es indicativo de la existencia de una alta presión selectiva 
para mantener esta modificación postraduccional67. La acetilación es 
un proceso de modificación postraduccional reversible y altamente 
regulado que provoca un cambio que puede alterar la función de la 
proteína. Ésta tiene lugar en distintos aminoácidos, pero cabe 
destacar de entre todos ellos la acetilación de la Lys68,69. Las 
enzimas responsables de la adicción o eliminación del grupo acetilo 
en las proteínas dianas, se conocen como las histonas Acetil 
transferasas (HAT) y las histonas deacetilasas (HDAC)70. 
 Las modificaciones postraduccionales como la acetilación 
pueden tener lugar tanto por mecanismos enzimáticos como no 
enzimáticos. Por ejemplo, en el campo de la enfermedad 
cardiovascular, la acetilación más estudiada es, sin lugar a duda, la 
inducida por el tratamiento con AAS sobre la COX-1 en las 
plaquetas71,72. El AAS acetila a una serina (Ser529) y provoca la 
inhibición irreversible de la síntesis de TXA2 al bloquear el acceso al 
centro activo de su substrato, el AA (Figura 1.12)73. Por tanto, la 
acetilación de la COX-1 por el AAS es una modificación 





Figura 1.12. Inhibición de la COX-1 por el AAS. La acetilación de una 
serina que se encuentra en el centro activo de la COX-1 provoca la inhibición 
irreversible de la síntesis del TXA2 al impedir el acceso del AA. 
 
 En la última década, el conocimiento sobre las modificaciones 
postraduccionales relacionadas con la acetilación de proteínas ha 
crecido de manera exponencial. No solo se han observado estas 
modificaciones en las histonas, sino que también en factores de la 
transcripción, en enzimas que regulan el metabolismo e incluso en 
proteínas que participan en la transmisión de señales. Por ello, la 
acetilación de las Lys se ha convertido en un importante rival de la 
fosforilación en cuando a la modificación postraduccional de 
proteínas75. 
En un estudio germinal realizado por Choudhary et al.68, en el 
que se empleó un enfoque proteómico, se identificaron más de 3.500 
puntos de acetilación en aproximadamente 1.700 proteínas distintas 
procedentes de hepatocitos. Este hecho ha dado lugar a la aparición 
de un nuevo concepto, el de “acetiloma” de la célula, de forma que la 
acetilación de proteínas podría llegar a tener una importancia y 
complejidad semejante a la fosforilación de proteínas y sus 




Además, debido al reciente descubrimiento de que en muchas 
proteínas los puntos de fosforilación y las Lys susceptibles de ser 
acetiladas se encuentran próximos, se ha sugerido que puede existir 
algún tipo de cooperación o interferencia entre estas dos vías de 
transmisión de señales75. Hoy en día, ya se han identificado más de 
4.000 sitios de fosforilación que podrían estar influenciados por la 
acetilación de una Lys cercana. Un ejemplo lo encontramos en la 
histona H3, se ha descrito la existencia de una interferencia positiva 
entre la acetilación de la Lys40 y la fosforilación de la Ser10, 
aminoácidos cercanos77.  
Uno de los campos donde más se ha estudiado la acetilación 
de las proteínas no histonas es en el metabolismo intermedio78. Se 
ha descubierto en células hepáticas humanas, que muchas de las 
enzimas que participan en el metabolismo pueden estar modificadas 
por la acetilación, incluyendo enzimas que participan en distintas 
rutas como la glucólisis, la gluconeogénesis, el ciclo del Krebs, el 
ciclo de la urea, el metabolismo de los ácidos grasos, el metabolismo 
del glucógeno, etc.79.  
 El citoesqueleto es otra familia de proteínas no histonas que 
se encuentran modificadas por la acetilación. Las proteínas del 
citoesqueleto despeñan un papel importante en distintos procesos 
celulares como el mantenimiento de la forma celular, el transporte 
intercelular, la división celular, la movilidad, etc. Un ejemplo de la 
importancia de la acetilación en el citoesqueleto se da en la 
cortactina. Ésta se puede acetilar por p300 en nueve sitios distintos e 
inhibir así su unión a la actina, lo que provoca un efecto directo sobre 
la movilidad celular. Este proceso es revertido por la deacetilación de 




1.5.3. Regulación de la acetilación de proteínas y clasificación 
de las acetilasas y deacetilasas 
 El nivel de acetilación de los residuos de Lys en las proteínas 
está determinado por el equilibrio entre las enzimas que añaden 
grupos acetilos, las HAT y las que los eliminan, las enzimas con 
actividad deacetilasa, las HDAC80. La acetilación de la Lys neutraliza 
la carga positiva de este aminoácido, alterando la función de la 
proteína. El grupo acetilo procede del acetil Coenzima A (acetil-
CoA)66, molécula clave en el metabolismo, lo que podría justificar el 
papel que parece jugar la acetilación de proteínas en la regulación 
del metabolismo. 
Con respeto a las HAT, éstas se pueden clasificar de diversas 
maneras según su localización subcelular. Están las de clase A 
nucleares, que son las encargadas de transferir el grupo acetilo del 
acetil-CoA al -NH2 de la cola N terminal de las histonas. Y las de 
clase B citoplasmáticas que también utilizan el acetil-CoA como 
dador del grupo para acetilar al -NH2 de la Lys de diversas proteínas 
citoplasmáticas70 (Tabla 1.2). Las HAT también se pueden clasificar 
según su sustrato, agrupándose en tres grandes familias: la familia 
GNAT, la familiar MYST y la familia p300/CBP (proteína de unión 
CREB)66,81.  






Por otro lado, las HDAC se pueden agrupar en dos familias 
dependiendo del mecanismo de catálisis82. Las HDAC clásicas, 
dependientes de zinc (Zn2+) como cofactor, que incluyen a las clases 
I, II y IV. Y las sirtuinas o Clase III, dependientes del cofactor 
nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+)83. De nuevo una molécula 
central en el metabolismo como es el NAD+ aparece como clave para 
la regulación de las HDAC (Figura 1.13). Tanto las HDAC como las 
sSirtuinas son capaces de participar activamente en la regulación del 
metabolismo y el control de la energía celular, a través del acetil-CoA 
y del estado redox, con el NAD+84. 
 
Figura 1.13. Clasificación de las histonas deacetilasas. Las histonas 
deacetilasas (HDAC) se clasifican en dos familias: las clásicas dependientes de Zn2+ 
y las sirtuinas dependientes del cofactor NAD+. La molécula dadora del grupo acetilo 
es el acetil-CoA. 
 
En los seres humanos se ha demostrado, de momento, la 
presencia de 18 enzimas deacetilasas: las histonas deacetilasas de 
la HDAC1 a la HDAC11 y las sirtuinas (SIRT) de la SIRT1 a la 
SIRT783. Todas ellas son responsables de la eliminación de los 
grupos acetilo, manteniendo de esta forma el equilibrio en el nivel de 




clásicas, a excepción de las HDAC6, 10 y 11, se encuentran 
localizadas en el núcleo. Por el contrario, las sirtuinas se encuentran 
ampliamente representadas en el citoplasma, como la SIRT1 y 
SIRT2, y en las mitocondrias, como la SIRT3 y SIRT5, lo que sugiere 
un papel más allá del control de la acetilación de las histonas80 
(Tabla 1.3).  
Para poder diferenciar las HDAC clásicas de las sirtuinas se 
utilizan distintos inhibidores de su actividad deacetilasa, como el 
inhibidor de las HDAC el trichostatin A (TSA), capaz de inhibir todas 
las HDAC85, excepto las sirtuinas. En cambio, éstas últimas se 
inhiben en presencia de nicotinamida (NAM), que bloquea la unión 
del cofactor NAD+, o por medio de diversos inhibidores específicos 
como el cambinol (CAM)86. 






1.5.4. Procesos celulares regulados por la acetilación 
La acetilación es una modificación postraduccional que 
participa en diversos procesos celulares. Como hemos visto, el más 
conocida es la acetilación de histonas, por estar estrechamente 
relacionado con la expresión génica64. Por otro lado, hay evidencias 
de la participación de la acetilación en otros procesos nucleares 
como el ciclo celular, la remodelación de la cromatina, la replicación y 
transcripción del ADN e incluso en el transporte nuclear. También 
existen estudios en los que la acetilación participa en procesos 
citoplasmáticos, como es la reorganización del citoesqueleto y la 
movilidad celular68. Se sabe que el estado dinámico de acetilación o 
deacetilación de las proteínas está íntimamente relacionado con el 
envejecimiento y con distintas enfermedades como el cáncer, 
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, 
etc.70. Sin embargo, y con la excepción de la acetilación no 
enzimática de la COX-1 por el ASA, nada se sabe del papel jugado 
por la acetilación de proteínas en la regulación de la función 
plaquetaria, lo que constituye el principal objetivo de la presente 
Tesis. 
 
1.6. Factores transcripcionales en las plaquetas 
Como ya se ha comentado, una de las principales 
características de la plaqueta es que no poseen núcleo, por ello 
tradicionalmente se les ha considerado incapaces de realizar 
expresión génica regulada por factores transcripcionales, ni sintetizar 
algún tipo de proteína. Pero en la década de los 60, Warshaw et al.87 




plaquetas de sintetizar algunas proteínas de novo. En el estudio se 
utilizó el aminoácido leucina marcado con carbono 14 ([14C]leucina), 
y se observó que conforme se oxidaba la glucosa, las plaquetas 
incorporaban este aminoácido marcado. Mediante la utilización de un 
inhibidor de la síntesis proteica, como es la puromicina, se comprobó 
que la incorporación del aminoácido marcado se reducía. Esta 
observación fue el primer indicio de que las plaquetas podían 
sintetizar proteínas.  
Al poco tiempo, aparecieron nuevos trabajos en los que se 
demostraba que la plaqueta poseía ARNm estable y que a partir de 
éste se sintetizaban nuevas proteínas88. Actualmente, ya se sabe 
que las plaquetas contienen los mecanismos necesarios para 
procesar y traducir su propio transcriptoma a proteínas. En el caso de 
la plaqueta son más de 6.000 transcritos89, de los cuales sólo una 
pequeña fracción se ha demostrado que puede traducirse a proteína, 
aunque la lista crece cada día. 
Recientemente se descubrió la presencia de diversos factores 
de transcripción en la plaqueta (Tabla 1.4), lo cual resulta 
sorprendente si la plaqueta no tiene actividad transcripcional90. En un 
primer momento se pensó que la presencia de factores de 
transcripción en las plaquetas era debido al azar, es decir, cuando 
los megacariocitos forman plaquetas nuevas arrastran con ellas parte 
de su contenido y con ello a los factores. Pero pensar que este 
proceso es debido simplemente al azar es un argumento “simple”, 
¿por qué las plaquetas gastarían energía en transportar una proteína 




Actualmente se sabe que factores de la transcripción de las 
plaquetas juegan papeles muy importantes y relevantes en la 
regulación de la función plaquetaria91. Pero no solo eso, diversos 
estudios han demostrado que las plaquetas son capaces de transferir 
sus factores de transcripción a las células vasculares o 
inmunológicas, a través de las micropartículas90. Este método de 
comunicación puede ser un mecanismo muy importante, ya que los 
factores de transcripción de las plaquetas podrían, de esta forma, 
participar en la regulación de la inflamación y la inmunidad, 
controlando la expresión génica en otros tipos celulares. 





El factor de transcripción STAT (signal transducer and 
activator of transcription) es la primera familia de proteínas que se ha 
identificado como factor de transcripción con funciones relevantes en 
la función plaquetaria92, independientes de su papel como factor de 
transcripción.  
Los factores de transcripción STAT son una familia de 
proteínas estructural y funcionalmente muy conservada. Todas 
conservan diversos dominios comunes. Empezando por la región 




(NTD), seguido del dominio “colied-coil” (CCD), el dominio de unión 
al ADN (DBD), el dominio de unión (LINKER) y el dominio SH2. La 
especificidad de cada STAT se encuentra en la región carboxilo 
terminal, en el dominio de activación transcripcional (TAD), sitio de 
acetilación93. El dominio más conservado es el SH2 que tiene un 
importante papel en la señalización al fosforilarse de manera 
específica (Figura 1.14).  
 
Figura 1.14. Estructura del STAT y sus dominios más importantes. Los 
dominios más importantes son: NTD, dominio N terminal; el CCD, dominio “coiled 
coil”; el DBD, sitio de unión al ADN; el dominio de unión LINKER y el dominio SH2, 
sitio de fosforilación. Por el extremo carboxilo terminal se encuentra el dominio de 
actividad transcripcional TAD, sitio de acetilación.  
 
Esta familia STAT está formada por siete proteínas estructural 
y funcionalmente relacionadas: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 
STAT5a/b y STAT6. Se ha descrito que los diferentes miembros de la 
familia STAT pueden tener funciones muy diversas como la 
regulación de la expresión de genes relacionados con la homeostasis 
celular, el crecimiento, la diferenciación, la apoptosis y la respuesta 
inmune94. Las STAT se regulan por diversas modificaciones 
postraduccionales, las cuales se producen a los pocos minutos de la 
estimulación, y se eliminan rápidamente por enzimas95. 
Una de las modificaciones postraduccionales más importantes 
de las STAT, es la fosforilación en sus residuos de Tyr y Ser del 
domino SH2. Esta modificación se relaciona con la activación 
transcripcional de la proteína. Tradicionalmente, se ha considerado 




manera es capaz de trasladarse al núcleo y actuar como factor de 
transcripción94.  
Un ejemplo de esta función la encontramos con el STAT3 y su 
papel en los megacariocitos. Diversas citoquinas como la 
trombopoyetina (TPO) se unen a su receptor en el megacariocito el 
(c-Mlp), provocando la activación de la cinasa Janus (JAK), la cual 
induce la activación de STAT3 mediante la fosforilación del dominio 
SH2. La fosforilación favorece el cambio conformacional y permite la 
dimerización de STAT3, así es capaz de translocarse al núcleo y 
regular la transcripción de genes implicados en la producción de 
nuevas plaquetas92.  
Durante el proceso de formación de las plaquetas, éstas 
arrastran consigo parte de la maquinaria de su progenitora, entre 
otras cosas los factores de transcripción, como ya se ha comentado. 
Se ha descrito la presencia de diversas STAT en plaquetas 
circulantes, como son: STAT1, STAT2, STAT3 y STAT596. El primer 
indicio de que los factores de transcripción eran importantes en las 
plaquetas maduras se descubrió al tratar las plaquetas con TPO. El 
TPO no es capaz de producir agregación plaquetaria directa, pero sí 
que puede actuar como primer, potenciando la agregación 
plaquetaria de otros agonistas como la epinefrina97. Este estímulo 
produce la fosforilación de diversos factores transcripcionales como 
STAT3 y STAT597. Este hecho indica la implicación de los factores de 
transcripción en los mecanismos de transmisión de señales inducidos 
por el TPO en las plaquetas. Posteriormente, usando la técnica de 
inmunodetección de proteínas fosforiladas se observó que la Leptina, 
un factor de crecimiento, potencia la agregación plaquetaria al ADP y 




fosforilación de diversas proteínas plaquetarias como JAK2 y 
STAT398. Estos descubrimientos indican la importancia de los 
factores de transcripción en las plaquetas. 
Recientemente, se ha investigado el papel de STAT3 en las 
plaquetas. El STAT3 participa en el mecanismo de transmisión de 
señales a través del receptor del colágeno, la GPVI99. La unión del 
colágeno a su receptor provoca la fosforilación y activación de la 
tirosina cinasa Syk (Syk). A su vez, ésta es capaz de fosforilar 
STAT3 facilitando su dimerización y activación. STAT3 activado, 
actúa como punto de unión con la PLCϒ2, es decir, la fosforila y la 
activa, facilitando la activación plaquetaria (Figura 1.15).  
 
Figura 1.15. La fosforilación de STAT3 está mediada por el colágeno 
en las plaquetas. El colágeno se une a su receptor el GPVI e induce la fosforilación 
y activación de la cinasa Syk. Ésta a su vez fosforila a STAT3 facilitando su 
dimerización y activación. STAT3 fosforilada es capaz de activar a la PLCϒ2 y 
facilitar la activación plaquetaria. 
 
Estos resultados son indicativos de que los factores de 
transcripción en las plaquetas tienen una función, es decir participan 
activamente en los mecanismos de transmisión de señales 
implicados en la funcionalidad plaquetaria. Por ello, profundizar en 




transmisión de señales en las plaquetas es uno de los principales 
objetivos de esta Tesis. 
Sin embargo, han surgido evidencias que revelan que la 
fosforilación de las STAT y su actividad pueden estar desacopladas. 
Esta alteración se debe al efecto de otras modificaciones 
postraduccionales como la acetilación95. Se conoce que existe una 
asociación entre las proteínas STAT y las HAT. Esta unión incluye a 
enzimas como las acetiltransferasas: p300/CBP, GCN5 y 
P/CAF100,101. Los siete miembros de la familia STAT son capaces de 
unirse a p300/CBP por su extremo carboxilo terminal, a pesar de ser 
el dominio menos conservado102. 
En los miocitos, células cardiacas, se ha observado que 
STAT3 se acetila en respuesta a varias citoquinas, provocando la 
acetilación de varias Lys de la región carboxilo terminal y del TAD. 
Parece ser que la acetilación de STAT3 se relaciona 
mayoritariamente, aunque no exclusivamente, con una regulación 
positiva de su actividad. Además, la acetilación de STAT3 incrementa 
su estabilidad103. El principal sito de acetilación de STAT3 se 
encuentra en la Lys685 localizada en el dominio TAD de la región 
carboxilo terminal, sitio de unión de las HAT. La acetilación de 
STAT3 en la Lys685 es necesaria para su dimerización, translocación 
al núcleo y así poder unirse al ADN para realizar su actividad 
transcripcional. Esta modificación es tan importante como la 
fosforilación de la Tyr705, ambas regulan la actividad de STAT3. 
Existen evidencias de que la acetilación de STAT3 se asocia con un 
aumento de la fosforilación del factor, siendo ambas las 





Por ello, uno de los objetivos de esta Tesis es estudiar las 
modificaciones postraduccionales que puede tener el factor de 
transcripción STAT3 en las plaquetas, y conocer las implicaciones de 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
HIPÓTESIS: 
La activación plaquetaria en respuesta a diferentes estímulos 
es un proceso complejo en el que participan diversos mecanismos de 
transmisión de señales. Muchos de estos mecanismos son muy 
complejos, y algunos no completamente comprendidos.  
Las modificaciones postraduccionales de las proteínas 
(fosforilaciones, glicosilaciones, ubiquitinizaciones, etc.) son uno de 
los procesos más importantes en los mecanismos de transmisión de 
señales en distintas células, incluyendo las plaquetas. 
Recientemente se ha empezado a poner de manifiesto el papel 
jugado por la acetilación de proteínas no histonas como mecanismo 
de transmisión de señales. Sin embargo, no se tiene conocimiento 
sobre la existencia de procesos enzimáticos de la 
acetilación/deacetilación de proteínas no histonas en las plaquetas o 
sus implicaciones funcionales. En la presente Tesis Doctoral 
hipotetizamos, en primer lugar, que la regulación de la acetilación de 
proteínas plaquetarias constituye un nuevo mecanismo de 
transmisión de señales implicado en la regulación de la función 
plaquetaria. 
La presencia de factores de transcripción en una célula 
anucleada como la plaqueta, es un hecho inesperado que ha dado 
lugar a la aparición de muchas especulaciones sobre su papel en las 
respuestas de las plaquetas. Se ha sugerido que STAT3 (signal 
transducer and activator of transcription 3) puede estar ligado a la 
transmisión de señales a través del receptor del colágeno GPVI. Sin 
embargo, estos estudios no han tenido en cuenta la importante vía 
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de amplificación de señales que constituye la síntesis de TXA2 por 
las plaquetas. Hipotetizamos, en segundo lugar, que STAT3 está 
implicado en las vías de señalización plaquetaria inducidas por TXA2. 
 
OBJETIVOS: 
1. Estudiar la presencia de proteínas acetiladas (acetiloma) en 
plaquetas humanas. Se pretende estudiar el patrón de proteínas 
acetiladas en plaquetas en reposo, el efecto sobre el acetiloma de la 
activación plaquetaria inducida por diversos agonistas fisiológicos y 
las posibles modificaciones por la utilización de distintos inhibidores 
de las HDAC clásicas o de las sirtuinas. 
1.1. Estudiar la regulación de la acetilación de la α-
tubulina en plaquetas. Se estudiará el efecto de la activación 
plaquetaria sobre la acetilación/deacetilación de la α-tubulina, 
y la importancia de este mecanismo sobre la función 
plaquetaria. 
2. Estudiar la posible implicación de la acetilación/deacetilación 
de proteínas en distintas respuestas plaquetarias. Se emplearán 
inhibidores específicos de los distintos tipos de HDAC clásicas y 
sirtuinas, para estudiar el efecto sobre diversas respuestas 
plaquetarias: agregación plaquetaria, liberación de gránulos densos, 
movimientos de Ca2+ y los mecanismos de transmisión de señales 
implicados. 
2.1. Estudiar la presencia de distintas deacetilasas (HDAC 
clásicas y sirtuinas) en las plaquetas.  
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3. Explorar los mecanismos de transmisión de señales 
regulados por procesos de acetilación/deacetilación de 
proteínas.  
4. Analizar la acetilación de proteínas plaquetarias por el AAS. 
Mediante la utilización del AAS como agente acetilante se estudiará 
la posible acetilación de otros substratos diferentes de la COX-1, 
especialmente de la α-tubulina, y sus posibles implicaciones 
funcionales. 
5. Estudiar la participación de STAT3 en la transmisión de 
señales inducida por el TXA2. Específicamente se profundizará en 
las distintas modificaciones postraduccionales del factor de 
transcripción STAT3 y su participación en los distintos mecanismos 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1. Equipos 
 Agregómetro y Lumi-agregómetro de doble canal Modelo 700 
(Chrono-log Corp, Pa, EEUU) y programa AGGRO/LINKTM8 Versión 
1.2.9 (BioTop Medical Leiden, Holanda). 
 Centrífuga Eppendorf 5417R, centrífuga Eppendorf 5810R; 
minispin plus (Brinkman Instruments, NY, EEUU).  
 Contador de centelleo líquido gamma (Packard, Auto-Gamma 
Scintillation Spectrometer 530, EEUU); contador de centelleo LKB 
(LKB, Rackbetta, Filandia).  
 Baño de agua termostatizado (Izasa, Valencia, España); baño 
seco Accublock Digital Dry Batth (Labnet Internatiol, Inc, EEUU).  
 Contador de células Beckman Coulter Ac.T diff (Beckman 
Coulter Co., Madrid, España). 
 pH-metro (Crison Instruments, Barcelona, España).  
 Balanza Sartorius BA 1105 (Sartorius-Instruments Ltd., Surrey, 
EEUU).  
 Cubeta de electroforesis (geles 14x14 cm) (CBS, CA, EEUU); 
cubeta de electroforesis y sistema de transferencia (geles 8x8 cm) 
(Invitrogen, Paysley, RU). 
 Sistema de transferencia sumergido y sistema de transferencia 
semi-seco (Invitrogen, Paysley, RU). 
 Procesador de películas (Curix60 AGFA Heathcare, Alemania); 
sistema de imagen molecular automático Amersham Imagen 600 
(Healthcare Life Science, Alemania).  
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 Lector de placas de absorbancia MRXTC Revelation (Thermo 
Labsystems, EEUU). 
   Espectrofluorofotómetro RF-1501 (Shimazdu, Kyoto, Japón). 
 Microscopio confocal (Leica Microsystems, Mannheim, 
Alemania).  
 Citómetro de flujo XL-MCL con el programa System II (3.0) 
(Beckman Coulter, Madrid, España). 
 LightCycler® DNA Master SYBR Green I (Roche Ciencias 
Aplicadas, Barcelona, España).  
 Ordenador Asus con Microsoft Office 2010 y programa de 
estadística SPSS 20.0.  
 
3.2. Material 
 Barras agitadoras magnéticas cubiertas de teflón y cubetas de 
agregación plaquetaria de vidrio siliconadas (Chronolog Co., PA, 
EEUU) y cubetas de cuarzo, 
 Micro-jeringas Hamilton (Hamilton, NV, EEUU), pipetas Pasteur 
automáticas y puntas desechables Gilson (Gilson Medical Electronics, 
Francia). 
 Ssistema vacutainer de extracción de sangre (Becton Dickison 
and Company, NY, EEUU) y tubos de sangre Vacuette de citrato de 
sodio 3.2% (Greiner Bio-One, Madrid, España). 
 Filtros Millipore de 45 y 22 μm Durapore (Millipore-Waters, MA, 
EEUU). 
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 Tubos desechables de polipropileno de varios tamaños 
(Eurotubo, Deltalab, Afora, España).  
 
3.3. Reactivos 
3.3.1. Inductores de la activación plaquetaria 
 La trombina (Sigma-Aldrich, Madrid, España) se prepara como 
solución stock a una concentración de 100 Unidades NIH/mL, con 
suero fisiológico como solvente. La solución stock se conserva a -80ºC 
hasta su utilización. 
 La suspensión comercial de colágeno fibrilar Hormon-Chemie 
(Nycomed, Alemania) se diluye al principio del experimento para 
obtener la concentración apropiada, utilizando como solvente la 
solución SKF proporcionada por la firma comercial. Esta consiste en 
una solución glucosada a pH 2,5. La solución stock se conserva a 4ºC 
hasta su utilización en el mismo día. 
 Los análogos estables del TXA2, el U46619 (9,11-Dideoxy-
11α,9α-epoxymethano-prostaglandin F2α) (Sigma-Aldrich, Madrid, 
España) y el IBOP ([1S-(1 alpha,2 beta(5Z),3 alpha(1E,3R),4 alpha)]-
7-[3- (3-hydroxy- 4- (4'-iodophenoxy) – 1 - butenyl)-7-oxabicyclo-[ 2 . 
2 . 1 ]heptan-2-yl]-5-h eptenoic acid) (Cayman Chemicals, EEUU), se 
preparan como solución stock en etanol absoluto, y se conservan a       
-80ºC hasta su utilización. El U46619 y el IBOP se diluyen hasta la 
concentración de trabajo con suero fisiológico. 
 El ADP (Sigma-Aldrich, Madrid, España) se prepara a una 
concentración stock de 240 μM disolviendo el producto en tampón PBS 
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(13 mM Na2HPO4·12H2O, 2 mM KH2PO4, 150 mM NaCl, pH 7,4). Se 
mantiene en pequeñas alícuotas a -20ºC. 
 El ionóforo de calcio A23187 (Sigma-Aldrich, Madrid, España), 
molécula que incrementa el Ca2+ intracelular. Se prepara como solución 
stock en etanol absoluto, y se conserva a -80ºC hasta su utilización. El 
ionóforo o su solvente se añade en pequeños volúmenes (<0,1%) a las 
muestras para evitar la alteración de las células. 
 Romiplostin, análogo del TPO (Romiplostin, Amge Europe, 
Breda, Holanda), se disuelve con suero fisiológico a la concentración 
deseada. 
 
3.3.2. Moduladores de la respuesta plaquetaria 
 La apirasa (Sigma-Aldrich, Madrid, España), enzima encargada 
de eliminar ADP y ATP liberado por las plaquetas. Y la prostaciclina 
(Sigma-Aldrich, Madrid, España), molécula lipídica que aumenta el 
AMPc e inhibe la función plaquetaria. Son inhibidores utilizados en el 
lavado de plaquetas para evitar su agregación durante el proceso. Se 
disuelven en PBS y se guardan a -80ºC. 
 Como inhibidores proteolíticos se emplea el cóctel de 
inhibidores III (Calbiochem, Lutterworth, RU), el cual contiene 100 mM 
AEBSF, 80 μM aprotinina, 5 mM bebstatin, 1,5 mM E-64, 2 mM 
leupeptina y 1 mM pepstatin A, disueltos en DMSO. El stock está a una 
concentración 100X.  
 El AAS y el salicilato de sodio (Sigma-Aldrich, Madrid, España) 
se preparan el día del experimento, diluyendo la cantidad apropiada en 
suero fisiológico. 
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 El 2MeSamp (2 - Methylthioadenosine 5 ′- monophosphate 
triethylammonium salt hydrate) (Sigma-Aldrich, Madrid, España) 
inhibidor del receptor P2Y12, se disuelve con suero fisiológico a la 
concentración adecuada. 
 La imipramina (Sigma-Aldrich, Madrid, España) que impide la 
recaptación de serotonina, se prepara el día del experimento diluyendo 
en suero fisiológico a la concentración adecuada.  
 La indometacina (Sigma-Aldrich, Madrid, España), bloqueante 
de la COX-1 se prepara diluyéndola en carbonato sódico anhídrido. 
 El RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) (Sigma-Aldrich, Madrid, España), 
es un bloqueante de la Gp αIIbβ3 que impide la agregación plaquetaria. 
Se disuelve en PBS y se guarda a -20ºC. 
 El SQ29,548 (Cayman Chemicals, EEUU) es un bloqueante del 
receptor del TXA2, se disuelve con DMSO a una concentración stock 
de 3 mM. 
 Inhibidores de fosfatasas: “sodium orthovanadate” (Na3VO4) 
inhibidor de ATPasas, fosfatasas alcalinas y tirosina fosfatasas, y 
“sodium fluoride” (NaF) inhibidor de serina/treonina fosfatasa (Sigma-
Aldrich, Madrid, España).  
Inhibidores de las HDAC:  
El Trichostatin A (TSA) ([R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino)phenyl] 
– N - hydroxy-4,6-dimethyl-7-oxo-2,4-heptadienamide) inhibidor 
general de las HDAC clásicas (Upstate (Cell signaling solutions, 
Beverly, EEUU).  
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El Tubastatin A hidrocloride (TBA) (N-Hydroxy-4-( 2 – methyl -
1, 2, 3, 4-tetrahydro-pyrido [ 4,3-b ] indol - 5 –ylmethyl ) 
benzamidehydrochloried) inhibidor de la HDAC6 (Calbiochem, RU). 
 Inhibidores de las sirtuinas:  
 La nicotinamida (NAM) (Pyridine-3-carboxylic acid amide) 
inhibidor general de las sirtuinas (Sigma-Aldrich, Madrid, España).  
 El cambinol (CAM) (5-(2-Hydroxynaphthalen-1-ylmethyl) – 6 - 
phenyl-2-thioxo-2,3-dihydro-1H-pyrimidin-4-one, 5 - [ (2-hydroxy- 1-
naphthyl) methyl] -2- mercapto -6-phenyl-4(3H)-Pyrimidinone) 
inhibidor general de las sirtuinas (Sigma-Aldrich, Madrid, España).  
 El AGK2 (2- Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl] -N- 5-
quinolinyl-2-propenamide) inhibidor de la SIRT2 (Sigma-Aldrich, 
Madrid, España).  
 El EX527 (6-Chloro-2, 3, 4, 9-tetrahydro-1H-Carbazole-1-
carboxamide) inhibidor de la SIRT1 (Sigma-Aldrich, Madrid, España).  
 Todos los inhibidores de las HDAC clásicas y de las situinas se 
disuelven en DMSO a la solución stock y se guardan a -20ºC hasta el 
momento del experimento. La concentración de DMSO se mantiene 
siempre por debajo del 0,1% para evitar interferencias con la función 
de las plaquetas104,105. Las diluciones de trabajo apropiadas se 
preparan con tampón HBSS 1X (0,8 mM MgSO4, 5,36 mM KCl, 0,441 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 0,34 mM Na2HPO4·12H2O, 5,55 mM 
glucosa, 20 mM Hepes, pH 7,4) y se usan en el día.  
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3.3.3. Anticuerpos monoclonales o policlonales 
 Se han utilizado otros reactivos como son anticuerpos primarios 
para las distintas inmunodeteciones e inmunoprecipitaciones y 
anticuerpos para el marcaje de plaquetas por citometría de fllujo: 
  α-tubulina total (Santa Cruz Biotechnology (CA, EEUU) y su 
forma acetilada, acetil-α-tubulina (Lys40), nº de catálogo 5335 (Cell 
Signaling, Beverly, MA) o acetil-α-tubulina (Lys40), nº de catálogo 32-
2700 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, España). 
  AKT (pan) nº de catálogo 4691, AKT fosforilada (Ser473), nº de 
catálogo 4060; AKT fosforilada (Thr308) nº de catálogo 2965 (Cell 
Signaling, Beverly, EEUU). 
  HDAC6, nº de catálogo 7612S (Cell Signaling, Beverly, EEUU). 
  Lisinas acetiladas, clone 4G12, conjugado con agarosa, nº de 
catálogo 16-272; y lisinas acetiladas, nº de catálogo AB3879 (Millipore, 
Billerica, EEUU); lisinas acetiladas, nº de catálogo 944 y lisinas 
acetiladas (Ac-K2-100), nº de catálogo 9814 (Cell Signaling, Beverly, 
EEUU). 
  GSK-3β fosforilada (Ser9), nº de catálogo 5558 (Cell Signaling, 
Beverly, EEUU). 
  SIRT1, nº de catálogo 2493 (Cell Signaling, Beverly, EEUU). 
 SIRT2, nº de catálogo 04-1124 (Millipore, Billerica, EEUU). 
  STAT3 (79d7) nº de catálogo 4904; STAT3 acetilada (Lys685) 
nº de catálogo 2523 y STAT3 fosforilada (Tyr705), nº de catálogo 9145 
(Cell Signaling, Beverly, MA). 
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 Los anticuerpos secundarios estaban unidos a peroxidasa y 
eran contra la especie adecuada en cada caso (Amersham 
Biosciences, EEUU). 
 Anticuerpo monoclonal contra las células leucocitarias, CD45 
conjugado FITC, nº de catálogo: 45F1-100T (Immunostep, Salamanca, 
España)  
 
3.3.4. Otros reactivos 
 También se utilizaron kits de ELISA para la detección del 
tromboxano B2 (TBX2): kit de ELISA Amersham Thromboxane B2 
Biotrak Assay con nº de catálogo RPN220 (GE Healthcare, RU). 
 La serotonina marcada radiactivamente, (14C) – 5 
hidroxitriptamina (sulfato de creatinina) (5HT), 54 mCi/mmol (en 2% 
de etanol) (Amersham Biosciences, RU) 
 El agente fluorescente FURA-2/AM (fura-2pentakis 
(acetoxynethyl) ester) (Sigma-Aldrich, Madrid, España) para la 
determinación del Ca2+ citoplasmático, se disuelve con DMSO a una 
concentración de 500 µM y se guarda a -20ºC protegido de la luz hasta 
el momento del experimento. 
 Luciferin-Luciferasa y ATP Standard (Chrono-log Corporatio, 
Bio Top Medical, EEUU), se disuelven con agua destilada a una 
concentración de 2 µM, tanto para la Luciferin-Luciferasa como el ATP 
Standard, y se guardan a -20ºC. 
Membranas de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, CA, 
Alemania), los líquidos de revelar (ECL Chemiluminiscence) y las 
películas (Amersham Hyperfilm ECL9 (GE Healthcare Life Sciences, 
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Barcelona, España), y el resto de materiales necesario para realizar el 
revelado de las inmunodeteciones o inmunoprecipitaciones36.   
Filtros para la eliminación de los leucocitos de una muestra de 
plaquetas lavadas (Acrodisc® PSF 25mm Syringe Filter for White Blood 
Cell Isolation, Pall Corpotation, EEUU). 
 
3.4. Extracción de la sangre y separación de las células 
sanguíneas 
  Los experimentos que se describen en este trabajo, como son 
la separación de las células y su ensayo experimental, siempre se 
realizan en el mismo día de la extracción. El método de extracción de 
sangre, separación y lavado de plaquetas empleado es igual para los 
distintos estudios de agregación o lumino-agregación, liberación de 
serotonina y técnicas inmunológicas o inmunoprecipitación106. Excepto 
para los estudios de los movimientos de Ca2+ que se detallarán en el 
apartado correspondiente. 
 Para la extracción de sangre se utilizó muestras de sangre venosa, 
procedentes de donantes voluntarios sanos, en ayunas y que no 
habían tomado ninguna medicación que pudiera afectar a la función 
plaquetaria, durante al menos los 15 días previos. Se obtiene sangre 
venosa de la vena cubital mediante el sistema vacutainer de extracción 
de sangre. Los tubos utilizados fueron de 4,5 mL de anticoagulante 
citrato sódico 3.2%40. Todos los estudios incluidos cuentan con la 
autorización del comité ético del Hospital Universitari i Politècnic La Fe 
de València. Todas las muestras se obtuvieron previo consentimiento 
informado del donante y se manejaron de acuerdo con la Declaración 
de Helsinki107. 
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3.4.1. Lavado de las células sanguíneas 
 La sangre anticoagulada con citrato se centrifuga a 200xg 
durante 10 minutos a 22ºC para separar el plasma rico en plaquetas 
(PRP) del precipitado de hematíes y leucocitos. El primer paso es 
acidificar el PRP a pH 6,5. Esto se consigue añadiendo una solución de 
citrato (38 mM ácido cítrico, 75 mM citrato sódico), 1 mL por cada 10 
mL de PRP, además se añade 0,01 U/mL de apirasa y 0,05 mg/mL de 
prostaciclina para evitar la activación plaquetaria durante el proceso de 
lavado. Se mezcla suavemente y se centrifuga a 2.000xg (10 min, 
22ºC). El precipitado plaquetario que se obtiene se resuspende 
suavemente en un volumen de 10 mL de tampón Tris-Citrato (63 mM 
Tris, 95 mM NaCl, 5 mM KCl, 12 mM ácido cítrico, 5,5 mM glucosa, pH 
6,4), y se añade de nuevo apirasa y prostaciclina. Esta resuspensión se 
centrifuga a 2.000xg (10 min, 22ºC) y se elimina cuidadosamente el 
sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspende en 1-2 mL de 
tampón HBSS 1X, teniendo especial cuidado en no formar burbujas. Se 
realiza un contaje de células a partir de una dilución 1/10 con HBSS 
1X. El número de células se ajusta a 1x106plaquetas/μL con tampón 
HBSS 1X, y se mantinene sin agitación en hielo durante el 
experimento. 
 
3.5. Estudios de agregación o lumi-agregación en plaquetas 
lavadas 
 Los estudios de agregación o lumi-agregación se realizan 
siguiendo el método de agregometría óptica descrito por Born en 
1962108. Las agregaciones se realizan en un volumen de 300 µL, que 
contiene 2x105 plaquetas/μL en tampón HBSS 1X y 1 mM de Ca2+.  
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 Cuando queremos estudiar el efecto de distintas sustancias 
sobre la agregación plaquetaria, se suele partir de una dilución stock, y 
se añade la cantidad adecuada para la concentración requerida. Las 
muestras se incuban sin agitar (10 min - 1 hora, 37ºC) en una cubeta 
de agregación siliconada que contiene un imán recubierto de teflón. 
Como control, se utilizan plaquetas que se incuban a los mismos 
tiempos con el solvente adecuado. Si el solvente es el DMSO, éste 
siempre estará a una concentración inferior de 0,1%. Para iniciar la 
agregación se ajusta la transmitancia del aparato con el tampón sin 
plaquetas, pero con las proporciones adecuadas, de modo que la 
diferencia en la transmitancia entre las plaquetas lavadas y el tampón 
sea del 100%. La agregación se realiza con agitación (1.000 r.p.m.) y a 
37ºC. Al añadir el inductor de la agregación, se inicia un aumento de 
transmitancia en el detector a medida que las plaquetas se van 
agregando. La cuantificación de la curva de agregación se realiza por 
la medida de la intensidad máxima de agregación expresada en %, 
siendo el 100% el máximo posible de agregación registrable. 
 Con respecto al estudio de lumi-agregometría, el proceso es 
igual que el de la agregación, sustituyendo un volumen de tampón por 
la solución de Luciferin-Luciferasa, e incubando durante 2 minutos para 
eliminar el posible ATP presente, antes de la estimulación. Para 
determinar la cantidad de ATP liberado, se utiliza ATP Standard a una 
concentración conocida de 2 µM, determinando la luminiscencia 
correspondiente a esa concentración, lo que permite posteriormente 
emplear el programa Aggro/link8 para calcular la concentración de ATP 
liberado tras la estimulación. La lumi-agregometría permite realizar a la 
vez el estudio de agregación plaquetaria y de liberación de gránulos 
densos. 
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 Para poder estudiar el efecto de distintos inhibidores, las 
plaquetas se incuban con los diferentes compuestos, a los tiempos 
indicados en cada caso, previamente a la estimulación. Como control, 
las plaquetas se incuban con los distintos solventes a las mismas 
concentraciones.  
 
3.6. Determinaciones bioquímicas 
3.6.1. Determinación del TXB2 por ELISA  
La síntesis del TXA2 por parte de las plaquetas se valoró 
cuantificando por enzimoinmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA) 
(Amersham Thromboxane B2 Biotrak Assay (GE Healthcare, RU)), 
determinando la concentración del metabolito estable, el TXB221,109-
111. Para medir el TXA2 se realizaron agregaciones de 500 µL de 
2x105plaquetas/µL, de 3 minutos de duración con distintos agonistas 
o inhibidores plaquetarios. Pasado este tiempo la muestra se 
transfirió a un tubo Eppendorf frío que contiene indometacina (8 
µg/mL), y se centrifuga inmediatamente (1 min a 13.000xg). Se 
obtiene una alícuota del sobrenadante que se transfiere a un nuevo 
tubo de Eppendorf. Esta muestra se guarda a -80ºC hasta el 
momento de la realización del ELISA. El frío y la indometacina, 
sustancia inhibidora de la COX-1, evitan una posible progresión de la 
reacción. 
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3.6.2.  Determinación de la liberación de gránulos densos por 
serotonina  
Para realizar los estudios de liberación de gránulos densos 
por serotonina, se requiere de un marcaje de las plaquetas con (14C)-
5 hidroxitriptamina (sulfato de creatinina) (5HT), 54 mCi/mmol (en 2% 
de etanol). El reactivo se ajusta a una concentración final de 0,2 nM, 
y se incuba en oscuridad durante 1 hora. a temperatura ambiente. A 
continuación, se toman alícuotas de 50 µL de PRP marcado y 50 µL 
de PPP y se añaden a viales de centelleo líquido (4 mL de Ecoscint A 
(National Diagnostics, RU)) para el control de la radiactividad 
incorporada en las plaquetas. 
Posteriormente, se lavan las plaquetas según el método 
descrito más arriba. La agregación (500 μL, 2x105plaquetas/μL) se 
detiene a los 3 minutos, tras la adición del agonista con 125 µL 
tampón de parada 5X (0,05 M EDTA, 0,633 M formaldehido)112, se 
transfiere a un tubo Eppendorf y se centrifuga (13.000xg, 1 min). Se 
recoge una alícuota de 200 µL que se separan en dos de 50 µL para 
poder realizar el contaje de radiactividad por duplicado. Un minuto 
antes de la estimulación de las plaquetas se añade imipramina (2,5 µM) 
para evitar la rápida reincorporación de la serotonina liberada durante 
la activación plaquetaria40.  
 El cálculo del porcentaje de liberación de (14C)-5HT, se calcula 
de acuerdo con la fórmula siguiente: % liberado = (muestra – control / 
total fondo) X 100, siendo el control la cantidad de (14C)-5HT liberada 
por la manipulación experimental en ausencia de agonista 
plaquetario, así se muestra la cantidad de (14C)-5HT liberada por el 
efecto del agonista. El total es la cantidad total de radiactividad 
contenida en las plaquetas y el fondo es la lectura del líquido de 
3. Material y Métodos 
62 
 
centelleo en ausencia de muestra. Para obtener el total se parte de 
una alícuota de plaquetas marcadas en ausencia de centrifugación y 
lisadas con 50 µL de Triton X-100 al 2%. 
 
3.7. Estudios de movimientos de Ca2+ 
 Los agentes fluorescentes se caracterizan por sufrir cambios en 
su fluorescencia al unir distintas moléculas. Estos cambios permiten 
conocer los movimientos intracelulares de Ca2+ en las plaquetas. Hay 
diversas maneras de realizar el estudio como son: la microscopía de 
fluorescencia, la citometría de flujo o la espectrofotometría de 
fluorescencia.  
 En nuestro caso utilizamos la espectrofotometría de 
fluorescencia, y el indicador fluorescente de elección fue el FURA-
2/AM, el cual presenta una constante de disociación (Kd: 224 nM en 
presencia de 1 mM de Mg+2) compatible con los niveles de Ca2+ en las 
plaquetas113. Además, el FURA-2/AM permite el cálculo del cociente de 
las intensidades de fluorescencia medidas a dos diferentes longitudes 
de onda, lo que resulta en la cancelación de variaciones artefactuales 
en la señal de fluorescencia. Este tipo de medidas permite obviar 
factores como la concentración del indicador, la intensidad de la 
excitación y la eficiencia de la detección. Además, se eliminan 
artefactos como el apantallamiento, la liberación del indicador al medio, 
y la distribución no uniforme del indicador, tanto dentro de la célula 
(compartimentalización) como entre células113.  
 En nuestro sistema, la muestra se excita alternativamente a 
340/380 nm, y se mide la emisión a 510 nm. Excitando a 340 nm, un 
aumento en la concentración de Ca2+ provoca un aumento en la 
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intensidad de fluorescencia, mientras que, excitando a 380 nm, el 
mismo incremento de Ca2+ provoca una disminución en la intensidad 
de fluorescencia. El cálculo del cociente entre las dos intensidades nos 
da una medida de la variación de la fluorescencia libre de artefactos. 
 El empleo de la forma esterificada del indicador permite que su 
introducción en el interior de la plaqueta se produzca simplemente por 
difusión, sin necesidad de utilizar procedimientos que alteren la 
integridad de la membrana. La forma esterificada no se une al Ca2+, y 
además, es apolar por lo que puede difundir fácilmente a través de la 
membrana. Una vez dentro de la célula distintas esterasas actúan 
sobre el indicador, dando lugar a una forma polar, que no puede salir 
de la célula con facilidad y reacciona con el Ca2+. 
 Los estudios de movimientos de Ca2+ se realizan en un tiempo 
máximo de 2 horas tras la obtención de las plaquetas cargadas con 
FURA-2/AM, debido a que el FURA-2/AM se hidroliza y se secreta de 
las plaquetas. Además, la presencia de FURA-2/AM en las plaquetas 
provoca la acumulación de aldehídos que pueden dañarla. 
 El PRP obtenido de sangre anticoagulada con citrato se ajusta 
a 2x105plaquetas/µL con PPP, se añade 25 µL de 200 mM EGTA y 1 
µL de FURA-2/AM por cada mL de PRP (concentraciones finales de 5 
mM EGTA y 1,5 µM FURA-2/AM). El PRP con FURA-2/AM se incuba 
en oscuridad (45 min, 37ºC), y se agita ocasionalmente de forma suave. 
Pasado este tiempo, se procede a lavar las plaquetas como se ha 
descrito anteriormente (Apartado 3.4.1.) y se empieza con el estudio de 
los movimientos de Ca2+. 
 Tras añadir el agente inductor de la agregación a la suspensión 
de plaquetas (75x103plaquetas/μL) ± 1 mM Ca2+, se registran las 
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variaciones en las longitudes de onda de forma continua durante 3 
minutos. A continuación lisamos las plaquetas con 0,1% Triton X-100 
(Sigma-Aldrich, Madrid, España) para obtener el valor Fmax (máximo 
fluorescencia). Finalmente, se quela el Ca2+ con 10 mM EGTA para 
obtener el valor Fmin (mínima fluorescencia en ausencia de Ca2+). El 
cálculo de la concentración de Ca2+ se realiza de acuerdo con el 
descrito por Grynkiewicz et al113. Se realizan los cálculos a distintos 
tiempos para construir una gráfica de concentración de Ca2+ frente a 
tiempo. 
 
3.8. Purificación de ARN, retrotranscripción y PCR 
 Para la obtención del ARNm de las plaquetas se partió de una 
mezcla de 10 mL de plaquetas lavadas y leucodepletadas. Para 
descartar la presencia de leucocitos en la muestra, que pudiera 
contaminar purificación de ARNm, se utilizó la citometría de flujo y el 
marcajde la misma con CD45, el cual se une a los leucocitos. Se 
estableció que debía de haber un máximo de 1 leucocito por cada 
100.000 plaquetas, para considerar que la muestra era adecuada. 
 El ARN total se extrajo a partir de una muestra de 
5x109plaquetas/µL, con 1 mL de Trizol de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. El ARN total se retrotranscribió como se ha 
descrito previamente114. El ADN complementario diluido se amplifico 35 
ciclos en el termociclador LightCyler 480 con el LightCycler DNA 
Master SYBR Green (Roche Applied Sciences, Barcelona, España). 
Una alícuota de 15 µL de la reacción de PCR fue sometida a 
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y posteriormente se tiñó con 
SYBR Green Safe (Life Technologies, Madrid, España). Para la 
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detección del ARNm se diseñaron cebadores específicos, utilizando las 
referencias publicadas en la base de datos RefSeq.  
Los cebadores diseñados se expanden al menos un intrón en la 
secuencia genómica correspondiente, para asegurar que no haya 
amplificaciones de ADN contaminante. Los cebadores para las SIRT 
humanas fueron las siguientes: SIRT1: directo, 5’-
CTGGAACAGGTTGCGGGAAT-3’ y reverso, 5’-
TTCATGATAGCAAGCGGTTCA-3’; SIRT2: directo, 5’-
CTCTATCCTGGGCAGTTCAA-3’ y reverso, 5’-
CAGCTTAGCGGGTATTCGTG-3’.  
Para demostrar la ausencia de contaminación por células 
leucocitarias, se amplifico el ADN complementario humano de hígado, 
como control positivo (el hígado contiene hepatocitos que expresan 
SIRT1, SIRT2 y células leucocitarias CD45 positivas). Se amplifico por 
PCR la β-actina durante 25 ciclos como control de normalización. 
 
3.9. Técnicas inmunológicas 
 Hemos empleado diversas técnicas inmunológicas, todas 
ellas se caracterizan por el uso de anticuerpos específicos, tanto 
monoclonales como policlonales. Éstos permiten identificar una 
proteína determinada fijada sobre una membrana a través de la 
inmunodetección, o bien aislar una proteína a partir de un lisado 
celular por inmunoprecipitación. 
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3.9.1. Inmunodetección de proteínas mediante western blot 
 El hecho de que se hayan desarrollado anticuerpos 
monoclonales capaces de distinguir entre la forma acetilada o no, 
fosforilada o no, de diferentes aminoácidos, ha permitido utilizar las 
técnicas de inmunodetección, con la finalidad de estudiar las distintas 
modificaciones postraduccionales que pueden sufrir las proteínas40,115. 
 La detección de proteínas en las plaquetas se realizó por 
inmunodetección116. Tras activar las plaquetas lavadas (300 μL, con 
2x105plaquetas/μL) con el agonista apropiado (o los inhibidores 
indicados), la agregación se detiene con 75 µL de tampón RIPA 5X (50 
mM Tris pH 7,4, 0,1% SDS, 15 mM NaCl, 1%Triton X-100, 0,5% 
deoxycholic acid, 1 mM EGTA, 0,5 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 500 nM 
TSA, 10 mM NAM e inhibidores proteolíticos 5X). Las muestras se 
conservan a -80ºC hasta el momento de usarlas. El día del 
experimento se descongeladan y se diluyen 1:1 (v/v) con tampón de 
muestras 2X (62,5 mM Tris, 2% SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10% 
glicerol, 0,002% azul de bromofenol, pH 6,8) y se hierven 5 minutos a 
95ºC y se centrifugan a 4ºC durante 30 seg. Las muestras así 
preparadas se cargan (10-30 µL) en geles de 7,5% de acrilamida 
(150x130x1mm), con un stacking del 3,9% de acrilamida, y se corre la 
electroforesis (130 Voltios, ± 12 horas), hasta que el frente alcance el 
final del gel. También se utilizó el sistema de minigeles de Invitrogen, 
con un tamaño de 80x180x1mm, que permite realizar una 
electroforesis más rápida, a costa de perder resolución, por lo que 
estos últimos se usaron en los casos en los que se quiere detectar una 
única proteína. El gel y la membrana de nitrocelulosa se incuban 10 
minutos en agitación en el tampón de transferencia (25 mM Tris, 193 
mM Glicina, 20% Metanol) y seguidamente se monta el sándwich de 
3. Material y Métodos 
67 
 
transferencia, utilizando membranas de nitrocelulosa, según las 
instrucciones del fabricante en muestro caso Invitrogen. En este trabajo 
se ha usado tanto transferencia sumergida como semi-seca. 
 Una vez concluida la transferencia, la membrana se lava con 
agua destilada y se tiñe con Ponceau S (0,5% (p/v) en 1% de ácido 
acético)39. Esta tinción nos permite comprobar tanto la eficiencia de la 
transferencia, como la cantidad de muestra que hemos cargado en 
cada pocillo. El siguiente paso es bloquear los sitios de unión 
inespecíficos de la membrana. Para ello, se incuba durante 1 hora en 
tampón de bloqueo ((TBST 1X (10 mM Tris, 150 mM NaCl2, 0,05% 
Tween) + 5% leche en polvo desnatada o BSA, a pH 7,5), y se lava 
(3x5 min) en TBST 1X. El anticuerpo primario se diluye a la 
concentración adecuada de cada anticuerpo con tampón de bloqueo, y 
se incuba toda la noche a 4ºC. Tras varios lavados con TBST 1X, se 
incuba durante 1 hora con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa 
y diluido a la concentración adecuada con tampón de bloqueo, y se 
vuelve a lavar con TBST 1X. El revelado se realiza mediante 
quimioluminiscencia con el kit ECL Western Blot según las 
instrucciones del fabricante. Brevemente, la membrana se incuba 1 
minuto con la mezcla de los reactivos, y tras eliminar el líquido sobrante 
se cubre con un plástico transparente, y se coloca sobre una película 
(Hyperfilm ECL) o directamente en el sistema de análisis de imagen. 
Realizamos una primera exposición de 1 minuto, que se revela 
inmediatamente, y dependiendo de la intensidad, se realizan otras 
exposiciones de más o menos tiempo. Normalmente se realizan 3 
exposiciones de 1, 5 y 15 minutos.  
 Una posible manera de confirmar que el proceso se ha 
realizado de manera adecuada es utilizar un control de carga, en 
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nuestro caso utilizamos a la proteína α-tubulina o STAT3. La banda de 
señal correspondiente a la α-tubulina o STAT3 de cada una de las 
muestras, debe ser la misma, ya que partimos del mismo número de 
plaquetas en cada una de las muestras que se estudian. 
 
3.9.2. Inmunoprecipitación de proteínas 
La inmunoprecipitación de proteínas se realizó a partir de 
agregaciones de plaquetas lavadas de 400 μL con 4x108plaquetas/μL. 
A los tiempos deseados se detuvo la agregación con el tampón RIPA 
5X y se deja en hielo durante 1 hora. El lisado se centrifuga a 10.000xg 
(10 min, 4ºC) para eliminar material no disuelto. El sobrenadante puede 
guardarse a -80ºC hasta el momento de la inmunoprecipitación.  
En primer lugar, se incuban las muestras durante toda la 
noche con el anticuerpo contra la proteína deseada unida a agarosa. 
Después de un lavado extensivo (5 lavados con TBST 1X 
centrifugando brevemente cada vez y eliminando cuidadosamente el 
sobrenadante), las perlas de agarosa se resuspendieron en tampón 
de muestra y se hirvieron. Las proteínas se separaron en geles de 
acrilamida como hemos visto anteriormente. Se revela primero con el 
mismo anticuerpo con el que se ha inmunoprecipitado para 
comprobar si hay la misma cantidad de muestra en todas las bandas. 
Tras eliminar los anticuerpos, incubando la membrana durante 30 
minutos a 50ºC con tampón de lavado (70 mM SDS; 63 mM Tris; 0,7% 
β-mercaptoetanol, pH 7,4), se reincuba la membrana para 
inmunodetectar la acetilación de la proteína de interés. 
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3.10. Aislamiento del citoesqueleto 
 El método de aislamiento utilizado se basa en la insolubilidad de 
los polímeros de actina en Triton X-100. De esta forma, al lisar las 
plaquetas con este detergente, se pueden extraer los polímeros de 
actina por centrifugación, así como las proteínas asociadas117. 
 Tras estimular las plaquetas lavadas (300 μL de 
2x105plaquetas/μL) con el agonista plaquetario que se esté empleando 
(ej. colágeno), se para la reacción con 300 µL de tampón 2X de Triton 
X-100 (1% Triton X-100, 5 mM EGTA, 500 nM TSA, 50 mM Tris-HCl, 
10 mM NAM e inhibidores proteolíticos 5X (protease inhibitor cocktail 
III), pH 7,4) y se deja en baño de hielo durante 1 hora, tras la cual se 
centrifuga a 15.600xg (4 min, a 4ºC). El sobrenadante se retira 
cuidadosamente y el precipitado se lava 3 veces con el mismo tampón 
de Triton X-100, pero 1X. El precipitado finalmente se resuspende en 
200 µL de tampón de muestras 2X y se hierve 5 minutos, a 95ºC y se 
centrifuga 30 seg. a 4ºC. Las muestras así obtenidas se corren en 
geles de acrilamida del 7,5 %, los cuales se tiñen con azul de 
Coomassie, o se transfieren a membranas para permitir la detección 
específica de determinadas proteínas. 
 
3.11. Citometría de flujo 
 Se emplean 10 μL de plaquetas lavadas (2x105plaquetas/µL) en 
100 µL de tampón HBSS 1X con 1 mM Ca2+, con concentraciones 
saturantes de los anticuerpos. En esta ocasión se utilizó un anticuerpo 
contra los leucocitos (CD45) para confirmar que las plaquetas lavadas 
se encontraban leucodepletadas, después de parar por los filtros de 
eliminación de leucocitos. Se dejan 30 minutos en oscuridad sin agitar 
3. Material y Métodos 
70 
 
y finalmente, se diluyen con 2 mL de tampón HBSS 1X. La medida por 
citometría de flujo se realiza en el mismo día del ensayo. Para 
cuantificar el porcentaje de leucocitos presentes en la muestra de 
plaquetas lavadas se cuentan 10.000 plaquetas identificadas por el 
tamaño y la forma, y se cuantifica la cantidad de CD45 presente en la 
muestra.  
 
3.12. Microscopía confocal 
Para realizar la microscopia confocal se partió de plaquetas 
lavadas que posteriormente fueron fijadas con 1% de formaldehido 
durante 30 minutos. El siguiente paso fue realizar diversos lavados 
con tampón PBS con 50 mM NH4Cl y 0,3% de BSA.  
Para que el anticuerpo primario pueda penetrar en el interior de 
la célula, se requiere que estas sean permeabilizadas. Para ello, las 
plaquetas se permeabilizaron con un 0,1% de saponina en PBS, una 
vez permeabilizadas se incubaron durante toda la noche con el 
anticuerpo primario. Al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-
BSA, y se añadió anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 
488. Se incubó durante1 hora y se realizaron de nuevo tres lavados 
con el mismo tampón. Finalmente, se montó con un cubreobjetos para 
poder visualizarlo por el microscopio confocal Leica TCS con un 
objetivo de 60X. 
 
3.13.  Análisis estadístico 
El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS. Los 
resultados se expresan como media ± SEM. El análisis estadístico se 
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llevó a cabo mediante el test ANOVA. Un valor de p ≤ 0,05 fue 
considerado significativo. En el caso de las imágenes presentadas, 






































































4.1. Patrón de proteínas acetiladas en Lys en plaquetas 
humanas 
La acetilación de proteínas no histonas es una modificación 
postraduccional capaz de regular la función de proteínas implicadas 
en distintos procesos celulares68. No se ha explorado la presencia de 
proteínas acetiladas en Lys en plaquetas humanas, ni sus posibles 
implicaciones funcionales. Por ello, el primer objetivo de esta Tesis 
era comprobar si en las plaquetas humanas en reposo existen 
proteínas acetiladas en Lys. 
Decidimos abordar este primer objetivo mediante la técnica de 
inmunodetección y el empleo de anticuerpos específicos contra 
proteínas acetiladas en Lys. Para el estudio se utilizaron plaquetas 
humanas lavadas procedentes de sujetos sanos sin ninguna 
medicación. Como se muestra en la Figura 4.1, encontramos que en 
plaquetas en reposo aparecen múltiples proteínas acetiladas en Lys, 
tanto pequeñas como de grandes pesos moleculares. Algunas de 
estas proteínas aparecen intensamente acetiladas (o bien se trata de 
proteínas muy abundantes), mientras que en otros casos la 
intensidad de la señal era menor. Sin embargo, con la técnica 
empleada, no podemos diferenciar si se trata de proteínas poco 
abundantes, y por lo tanto de difícil detección, o de proteínas 
abundantes pero escasamente acetiladas. Es interesante observar 
que el patrón de proteínas acetiladas no es exactamente igual en 
todos los sujetos analizados. Por ejemplo, se observa en la muestra 
D2 una banda intensamente acetilada de alrededor de 50 kDa, 




en el resto de las proteínas, se observan diferencias más sutiles pero 
llamativas. Estos experimentos se repitieron con un grupo más 
amplio de testigos, y los resultados parecen sugerir que existen 
variaciones en el patrón de proteínas acetiladas, aunque son 
necesarios más estudios para confirmar este punto.  
 
Figura 4.1. Las plaquetas humanas en reposo poseen un patrón de 
proteínas acetiladas en Lys. Las plaquetas se incubaron (10 min, 37ºC) y se 
lisaron a los 10 min y, a continuación, se detectaron las proteínas acetiladas en Lys. 
Se observó un patrón de proteínas acetiladas característico muy similar en cada uno 
de los individuos, aunque no exactamente igual. En todos los casos el número de 
plaquetas se ajustó a 2x105plaquetas/µL. A la derecha de la imagen se señalan los 
pesos moleculares (kDa) de algunas proteínas identificadas. La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes y las muestras proceden de 5 donantes 
diferentes (D1, D2, D3, D4 y D5). En la parte inferior se muestra la cantidad de α-
tubulina como control de carga.  
 
Dado que existe un patrón de proteínas acetiladas en Lys en 
plaquetas humanas y en reposo, quisimos investigar si éste se 
alteraba con la agregación plaquetaria. Para ello empleamos un 




realizó un estudio cinético de agregación plaquetaria (0, 1, 3, 5, 10, 
30 min). Pasados los tiempos, se detuvo la agregación, lisando las 
plaquetas con tampón RIPA. El resultado fue que el estado de 
acetilación de algunas proteínas varía con la cinética de agregación 
plaquetaria (Figura 4.2). A los diferentes minutos de agregación, 
aparecen bandas que aumentan su nivel de acetilación con respecto 
al control; en cambio hay algunas que se deacetilan. Encontramos 
también una serie de proteínas que no cambiaban su nivel de 
acetilación con la agregación plaquetaria. 
 
 
Figura 4.2. El patrón de proteínas plaquetarias acetiladas en Lys se 
altera con la agregación plaquetaria. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) 
y se estimularon con colágeno (1 µg/mL). Las plaquetas se lisaon a los tiempos 
indicados y, posteriormente, se detectaron las proteínas acetiladas en Lys. La 
agregación plaquetaria provoca cambios en el patrón de proteínas acetiladas de las 
plaquetas. A la derecha de la imagen se señalan los pesos moleculares (kDa). La 
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 




4.2. Las HDAC regulan el nivel de acetilación de algunas 
proteínas en las plaquetas humanas 
El nivel de acetilación de las proteínas está determinado por 
el equilibrio entre las HAT y las HDAC70,80. La mayoría de los 
estudios se ha centrado en conocer el papel de las HDAC y HAT en 
la regulación de la expresión génica, a través de la acetilación de los 
residuos amino de las Lys de las histonas64. Actualmente, se 
conocen muchas proteínas no histonas, que también se pueden 
acetilar y, de esta manera, regular su función, como por ejemplo la 
inmensa mayoría de enzimas que participan en el metabolismo 
intermedio78, ampliándose el campo de estudio. De hecho, a nivel 
farmacológico, ya se están desarrollando distintos inhibidores de 
deacetilasas como tratamiento contra el cáncer118,119.  
El siguiente paso que nos planteamos, fue estudiar qué 
ocurría con la acetilación de las proteínas plaquetarias, al tratar las 
plaquetas con un inhibidor general de las HDAC clásicas, como es el 
TSA85. Para comprobarlo, se utilizaron plaquetas lavadas y se 
incubaron durante 1 hora a 37ºC con TSA (15 µM) o su solvente 
(control). En la Figura 4.3 se observa un aumento claro del nivel de 
acetilación de una proteína de aproximadamente 50 kDa en las 
plaquetas incubadas con TSA, con respecto al control. En cambio, en 







Figura 4.3. El efecto del TSA en la acetilación de las Lys de proteínas 
de plaquetas humanas. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC) con el solvente 
(control) o con TSA (15 µM). A la hora las plaquetas se lisaron, y tras separar las 
proteínas por electroforesis, se detectaron las proteínas acetiladas en Lys por 
western blot. La flecha indica una proteína que está fuertemente acetilada en 
respuesta al TSA con respecto al control, con un tamaño molecular aproximado de 
50 kDa. A la derecha de la imagen se señalan los pesos moleculares (kDa). La 
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 
muestra la cantidad de α-tubulina como control de carga.  
 
Con un tamaño aproximado de 50 kDa, se encuentra la α-
tubulina, proteína con capacidad de sufrir diferentes modificaciones 
postraduccionales, como puede ser la tirosinación y/o la 
acetilación120. En diferentes tipos celulares se conoce que la 
estabilización de los microtúbulos formados por α-tubulina depende 
de la acetilación de la Lys40 121,122, de tal forma que cuando la α-
tubulina se encuentra acetilada se impide la polimerización y 
crecimiento de los microtúbulos120. Además, se ha descrito en otros 
tipos celulares que la α-tubulina es sustrato de HDAC y se acetila en 
presencia de su inhibidor, el TSA122. Pero, ¿ocurre lo mismo en las 




detectada anteriormente (Figura 4.3) era la α-tubulina en su forma 
acetilada. 
Para ello, se utilizaron los mismos lisados celulares que en el 
apartado anterior, pero esta vez se utilizó un anticuerpo específico 
para la forma acetilada de la α-tubulina. El resultado que se obtuvo 
fue que en plaquetas en reposo (control) la α-tubulina se encuentra 
parcialmente acetilada, y con el tratamiento con TSA se producía un 
incremento considerable de su nivel de acetilación (Figura 4.4), sin 
que se detectaran variaciones en la cantidad total de α-tubulina.  
 
Figura 4.4. La acetilación de la α-tubulina en plaquetas humanas en 
reposo e incubadas con TSA. Las plaquetas se incubaron (1 hora, a 37ºC) con el 
tampón (Control) o con TSA (15 µM). Continuación, se lisaron las plaquetas y se 
inmunodetectó la forma acetilada de la α-tubulina. El TSA produce un aumento del 
nivel de acetilación de la α-tubulina con respecto al control. La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la 
cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
Por otra parte, y para poder confirmar el resultado obtenido 
por la inmunodetección, se utilizó la microscopia confocal. 
Confirmamos que la α-tubulina se encuentra acetilada en plaquetas 
en reposo (Figura 4.5). Ésta forma un anillo situado en el interior de 






Figura 4.5. Microscopia confocal de la α-tubulina acetilada en 
plaquetas en reposo. Las plaquetas lavadas fueron fijadas y inmunodetectadas con 
el anticuerpo para la α-tubulina en su forma acetilada. El anticuerpo secundario 
estaba unido a Alexa Fluor 488 y se visualizó con un microscopio confocal Leica, 
con un aumento del 60X. Los anillos de la α-tubulina acetilada de plaquetas en 
reposo están indicados por una flecha. La imagen es representativa de 3 
experimentos diferentes. 
 
4.3.  Especificidad de la regulación de la deacetilación de 
la α-tubulina por las distintas HDAC 
Por los resultados anteriores podemos decir que en las 
plaquetas en reposo la α-tubulina se encuentra parcialmente 
acetilada, y que su nivel de acetilación aumenta con el tratamiento 
con TSA (Figura 4.4). En otras células, la α-tubulina es sustrato tanto 
de las HDAC clásicas, como de las sirtuinas; en concreto puede ser 
diana de la HDAC6 o de la SIRT2123,124. Nos planteamos investigar 
qué deacetilasa o deacetilasas eran las responsables de la 
acetilación de la α-tubulina en las plaquetas humanas.  
Decidimos utilizar tanto inhibidores de las HDAC clásicas, 
como el TSA (inhibidor general de la HDAC), como inhibidores de las 
sirtuinas, el CAM (inhibidor general de las Sirtuinas), el EX527 
(inhibidor de la SIRT1) y el AGK2 (inhibidor de la SIRT2)86,122. 
Partimos de plaquetas lavadas y en reposo, y se incubaron durante 1 




CAM, 10 µM de EX527 y 10 µM de AGK2 o con su solvente, el 
tampón HBSS 1X (control). Las concentraciones elegidas son las 
habituales en la literatura122,125. En la Figura 4.6 se puede observar 
que sólo el TSA es capaz de provocar un aumento significativo del 
nivel de acetilación de la α-tubulina con respecto al Control. En 
contraste, la inhibición de la sirtuinas, tanto la general como la de los 
inhibidores específicos, no indujo ninguna alteración significativa. Sin 
embargo, como veremos más adelante, las sirtuinas sí están 
presentes en las plaquetas y juegan un papel importante en el control 
de las respuestas plaquetarias, lo que sugiere una especificidad en el 
control de la acetilación de la α-tubulina en las plaquetas distinto al 
de otros tipos celulares. 
 
Figura 4.6. Variación en la acetilación de la α-tubulina por la inhibición 
de las HDAC y las sirtuinas. Las plaquetas lavadas se incubaron (1 hora, a 37ºC) 
con tampón (control), TSA (15 µM), CAM (100 µM), EX527 (10 µM), AGK2 (10 µM). 
A continuación, se lisaron las plaquetas y se inmunodetectó la α-tubulina en su 
forma acetilada. Sólo el TSA produjo un aumento de la acetilación de la α-tubulina 
en las plaquetas con respecto al control, el resto era similares. La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la 
cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
4.4. La HDAC6 está presente en las plaquetas humanas y se 
incorpora en el citoesqueleto de las plaquetas activadas 
De acuerdo con los resultados previos, las enzimas 




las HDAC clásicas. En otros tipos celulares se ha observado que la 
acetilación de la α-tubulina es específica de la HDAC6123, por lo 
tanto, es posible que en las plaquetas humanas ocurra lo mismo. 
Para evaluar si HDAC6 se encuentra presente en plaquetas 
humanas, partimos de varios lisados plaquetarios procedentes de 3 
donantes sanos y una muestra de hepatocitos. Empleamos 
hepatocitos como control positivo ya que previamente se ha descrito 
la presencia de la HDAC6 en estas células123. Con la ayuda de un 
anticuerpo específico pudimos observar la presencia de la HDAC6 en 
plaquetas (Figura 4.7), aunque con un nivel de expresión reducido 
frente a hepatocitos.  
 
Figura 4.7. La HDAC6 está presente en plaquetas humanas. Plaquetas 
lavadas (1x106plaquetas/µL) procedentes de 3 donantes distintos (D1 - D3), fueron 
lisadas con tampón RIPA y inmunodetectadas con un anticuerpo anti-HDAC6. Una 
muestra de hepatocitos lisado (1x106células/mL) fue corrida en paralelo como 
muestra control. En todos los donantes la HDAC6 está presente. Las muestras 
proceden de 3 individuos diferentes.  
 
Un proceso importante que regula los mecanismos de 
activación de las plaquetas es la reorganización de las proteínas 
estructurales que forman parte del citoesqueleto39. En este proceso, 
se translocan moléculas desde el citoplasma al citoesqueleto de 
forma selectiva para formar complejos de señalización126. Dada la 
importancia de este proceso en la función plaquetaria, nos 




estar entre las proteínas que se trasladan al citoesqueleto cuando las 
plaquetas se activan.  
Nuestro estudio comenzó con una cinética de incorporación 
de proteínas al citoesqueleto. Se estimuló con colágeno 0,5 µg/mL, a 
diferentes tiempos (0, 30, 60, 180 seg) y se detuvo la agregación 
plaquetaria añadiendo tampón de lisado Triton X-100 para aislar el 
citoesqueleto. El siguiente paso fue inmunodetectar tanto la forma 
acetilada de la α-tubulina como la total. El resultado obtenido lo 
podemos observar en la Figura 4.8, donde tanto la α-tubulina como 
su forma acetilada están ausentes del citoesqueleto en plaquetas en 
reposo. Sin embargo, a los 30 seg después de la activación, la α-
tubulina acetilada empieza a estar presente en el citoesqueleto 
reorganizado, aumentando su incorporación a medida que las 
plaquetas se van agregando.  
 
Figura 4.8. La α-tubulina acetilada se incorpora al citoesqueleto. Para 
el estudio de la cinética de incorporación de la α-tubulina acetilada, se lavaron las 
plaquetas y se estimularon con colágeno (0,5 µg/mL). A diferentes tiempos (0 -180 
seg) después de la estimulación, las plaquetas se lisaron con tampón de Triton X-
100. La presencia de α-tubulina total y su forma acetilada se determinó por 
inumodetección. La forma acetilada de la α-tubulina se incorpora rápidamente al 
citoesqueleto cuando las plaquetas se activan. Las imágenes son representativas de 
3 experimentos diferentes. 
 
Se realizó el mismo experimento para evaluar si la HDAC6 




membranas y se reincubaron con anti-HDAC6. El resultado indicó 
que la HDAC6 está ausente en el citoesqueleto de plaquetas en 
reposo, pero que ésta se incorpora rápidamente (30 seg) al 
citoesqueleto reorganizado (Figura 4.9). 
 
Figura 4.9. La HDAC6 se incorpora al citoesqueleto. Las membranas del 
experimento anterior fueron lavadas y se reincubaron con el anticuerpo contra la 
HDAC6. En las plaquetas en reposo, la HDAC6 está ausente en el citoesqueleto 
pero se incorpora rápidamente después de la activación plaquetaria. Esta 
incorporación se produce en paralelo a la α-tubulina. Las imágenes son 
representativas de 3 experimentos diferentes.  
 
4.5. La agregación de las plaquetas induce la deacetilación de 
la α-tubulina 
Llegados a este punto y con los resultados obtenidos, nos 
surgieron ciertas preguntas: ¿qué ocurre con la acetilación de la α-
tubulina cuando las plaquetas son estimuladas con distintos 
agonistas fisiológicos? ¿participa la acetilación de la α-tubulina en la 
función plaquetaria?  
Para resolver estas dudas nos planteamos diversos 
experimentos. El primero de ellos fue estimular plaquetas lavadas 
con un panel de agonistas: 0,5 µg/mL de colágeno (Col); 0,1 U/mL de 
trombina (Tr); 0,5 µM de U46619 (U) (análogo estable del TXA2) y 10 




en agitación durante 3 minutos, antes de ser lisadas con tampón 
RIPA e inmunodetectar la forma acetilada de la α-tubulina. En la 
Figura 4.10 se puede observar que la acetilación de la α-tubulina 
disminuye de manera considerable, al agregar las plaquetas con 
cualquiera de los agonistas empleados.  
 
Figura 4.10. La agregación de las plaquetas induce la deacetilación de 
la α-tubulina. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con el tampón (control) y 
se estimulan con colágeno (Col 0,5 µg/mL), trombina (Trb 0,1 U/mL), U46619 (U 0,5 
µM) y ADP (10 µM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detectó la α-tubulina 
acetilada. La agregación plaquetaria disminuye la acetilación de la α-tubulina con 
respecto del control, para cada uno de los distintos agonistas. La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la 
cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
A la vista de los resultados anteriores, nos planteamos si la 
deacetilación de la α-tubulina era debida al efecto directo de los 
agonistas, o a un proceso común a todos ellos, como es la 
agregación mediada por la Gp αIIbβ3. Decidimos realizar un 
experimento similar al del apartado anterior pero en presencia de 
RGDS, cuya función es bloquear a la Gp αIIbβ3, e impedir la 
agregación plaquetaria127. En la Figura 4.11 se observa que el 
bloqueo de la agregación impide la deacetilación de la α-tubulina 
inducida por todos los agonistas. Estos resultados sugieren que la 
deacetilación de la α-tubulina está relacionada con los mecanismos 






Figura 4.11. El bloqueo de la agregación de las plaquetas impide la 
deacetilación de la α-tubulina. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con el 
solvente (control) más RGDS (100 µM) y se estimulan con colágeno (0,5 µg/mL) o 
con U46619 (0,5 µM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detectó la α-tubulina 
acetilada por inmunodetección. El bloqueo de la Gp αIIbβ3 impide la deacetilación de la 
α-tubulina cuando se induce la agregación plaquetaria, manteniéndose el nivel de 
acetilación igual al del control. La imagen es representativa de 5 experimentos 
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina como control de 
carga. 
 
4.6. La regulación de la función de las plaquetas por las 
HDAC 
4.6.1. Agregación plaquetaria y liberación de gránulos densos 
Previamente (Figura 4.7) hemos demostrado la presencia de 
la HDAC6 en las plaquetas y, además, hemos visto que ésta es, al 
menos en parte, la enzima responsable de la deacetilación de la α-
tubulina. El siguiente paso fue evaluar si este proceso era relevante en 
la fisiología plaquetaria. Es decir, determinar si las HDCA clásicas 
están implicadas en la agregación plaquetaria, la liberación de los 
gránulos densos y otros procesos importantes en la función 
plaquetaria. 
Por ello, decidimos realizar un primer experimento que 
consistió en incubar a las plaquetas lavadas sin y con el TSA (15 
µM), previamente a la estimulación plaquetaria. Antes de realizar el 




provocaba agregación plaquetaria ni cambio de forma (el resultado 
no se muestra). Después de una hora de incubación, se estimuló con 
0,5 µg/mL de colágeno, o con 0,5 µM de U46619, durante 3 minutos. 
En la Figura 4.12 se puede observar que, en cuanto a la agregación 
plaquetaria, la mayor inhibición se consiguió en las muestras 
preincubadas con TSA y que se estimularon con el colágeno. En 
cambio con el U46619 la inhibición fue menor, aunque significativa. 
En la Figura 4.13 se muestra un ejemplo representativo del efecto del 
TSA sobre la agregación plaquetaria estimulada con colágeno o 
U46619.  
 
Figura 4.12. El efecto del TSA sobre la agregación plaquetaria inducida 
por colágeno y U46619. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC) sin y con TSA 
(15 µM) y se estimularon con colágeno (0,5 µg/mL) o con U46619 (0,5 µM). Se 
registró la agregación durante 3 min y se evaluó el porcentaje de agregación 
máxima. El TSA provoca una inhibición significativa de la agregación cuando las 
plaquetas son estimuladas con colágeno y U46619. La imagen es representativa de 






Figura 4.13. La incubación con TSA reduce la agregación plaquetaria 
al estimular con diferentes agonistas. La agregación de las plaquetas se inhibió 
de manera significativa en las muestras preincubadas con TSA (15 µM), respecto al 
control (Ctr). La imagen es representativa de 10 experimentos diferentes. (Col: 
colágeno; U: U46619). 
 
A continuación, se estudió el efecto del TSA sobre la 
liberación de gránulos densos. Se repitió el mismo experimento que 
en la agregación plaquetaria, pero en este caso las plaquetas fueron 
previamente marcadas con 14C-5HT. 
En la Figura 4.15 se observa que en aquellas plaquetas que 
habían sido previamente incubadas con el TSA (15 µM), se redujo de 
forma significativa la liberación de los gránulos densos mediada tanto 






Figura 4.15. El efecto del TSA sobre la liberación de gránulos densos. 
Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC) con y sin el TSA (15 µM), y se estimularon 
con colágeno (0,5 µg/mL) o con U46619 (0,5 µM). Se registró la agregación durante 
3 min y se evaluó la liberación de serotonina. El TSA provoca una inhibición 
significativa de la liberación cuando las plaquetas son estimuladas con colágeno y 
U46619. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. 
 
Pero, ¿qué ocurre con el nivel de acetilación de la α-tubulina 
cuando las plaquetas son tratadas con el TSA y estimuladas con 
diferentes agonistas plaquetarios?  
Repetimos la agregación plaquetaria, pero en esta ocasión 
después de estimular las plaquetas con colágeno o U46619 en 
presencia de TSA se lisaron las plaquetas y se realizó el western 
blot. Los resultados muestran (Figura 4.16) que la inhibición de la 
HDAC con el TSA impidió la deacetilación de la α-tubulina inducida 
por los agonistas (Figura 4.10). Al contrario, el tratamiento con TSA 
produjo un fuerte incremento de la acetilación de la α-tubulina, como 






Figura 4.16. El efecto del TSA en la acetilación de la α-tubulina en 
plaquetas estimuladas con agonistas plaquetarios. Las plaquetas se incubaron 
(1 h., a 37ºC) con y sin el TSA (15 µM), y se estimularon con colágeno (0,5 µg/mL) o 
con U46619 (0,5 µM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detectó la α-tubulina 
acetilada por inmunodetección. Los agonistas provocan una disminución del nivel de 
acetilación de la α-tubulina respecto al control, lo que no se producía en presencia 
de TSA. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte 
inferior se muestra la cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
Dado que a estas dosis de agonistas conseguíamos una 
inhibición significativa de la función plaquetaria, decidimos doblar la 
dosis del estímulo y ver si los resultados se mantenían.  
Después de la incubación con el TSA, se estimuló con 1 
µg/mL de colágeno, o con 1 µM de U46619, durante 3 minutos. En la 
Figura 4.17 se observa que aunque se produce una cierta inhibición 
con el TSA tanto en la agregación plaquetaria como en la liberación 






Figura 4.17. El efecto del TSA sobre la agregación plaquetaria y la 
liberación de gránulos densos inducida por colágeno y U46619. Las plaquetas 
se incubaron (1 h., a 37ºC) con y sin TSA (15 µM) y se estimularon con colágeno (1 
µg/mL) o con U46619 (1 µM). Se registró la agregación y se evaluó el porcentaje de 
agregación máxima. El TSA no provoca una inhibición significativa de la agregación. 
La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. 
 
4.6.2. Regulación de los movimientos de Ca2+ por las HDAC 
El incremento de Ca2+ citoplasmático es una de las 
respuestas plaquetarias más importantes y resulta imprescindible 





Además, varios autores han destacado la importancia del 
citoesqueleo en la entrada de Ca2+ al citosol de las plaquetas129,130. 
Sin embargo, poco se sabe del papel jugado por las HDAC en el 
control de los movimientos de Ca2+ en las plaquetas. 
Por ello, nos planteamos observar qué ocurría con los niveles 
de Ca2+ citosólico en plaquetas que habían sido previamente 
incubadas con TSA. Para realizar este estudio se utilizaron plaquetas 
“cargadas” de FURA-2/AM. Posteriormente, fueron estimuladas con 
dos dosis distintas de colágeno y U46619.  
En la Figura 4.18 se puede ver que en la muestra con TSA se 
produjo una disminución parcial del incremento de Ca2+ al estimular a 
las plaquetas con los distintos agonistas. Sin embargo, esta 






Figura 4.18. El TSA provoca una disminución del Ca2+ en plaquetas 
estimuladas con colágeno o U46619. Plaquetas cargadas con FURA-2/AM se 
incubaron (1 h., a 37ºC) con el solvente (Control) o con TSA (15 µM), se registró la 
fluorescencia durante 1 min y se estimularon en agitación con colágeno (1 y 0,5 
µg/mL) o U46619 (1 y 0,5 µM). Se registraron los cambios en la concentración de 
Ca2+ durante 2 min. Tanto el estímulo, a dosis bajas, con colágeno o U46619 en 
plaquetas preincubadas con TSA, tienen una disminución significativa del Ca2+ con 
respecto a sus controles, pero al doblar la dosis del estímulo, no hay inhibición 
significativa. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. 
 
4.7. Efectos de la inhibición específica de la HDAC6 con 
Tubastatin A 
Como hemos visto en los apartados anteriores, las HDAC 
regulan distintos aspectos funcionales de la plaqueta como la 




Ca2+. Estos efectos están mediados, al menos parcialmente, a través 
del control de la acetilación de la α-tubulina. En conjunto, estos 
resultados sugieren que la HDAC6 podría ser la histona deacetilasa 
responsable de la deacetilación de la α-tubulina en las plaquetas y de 
sus implicaciones funcionales. 
Sin embargo, el TSA no es un inhibidor específico de HDAC6, 
por lo que no podemos decir con certeza que los efectos observados 
son debidos exclusivamente a su inhibición. Para aclarar este punto, 
decidimos utilizar un inhibidor específico de la HDAC6, el Tubastatin 
A (TBA)104. Las plaquetas se preincubaron durante 1 hora a 37ºC, 
con concentraciones crecientes de TBA (0,1 µM, 1 µM y 10 µM). 
Después se indujo la agregación plaquetaria con colágeno 0,5 
µg/mL. Los resultados obtenidos (Figura 4.19) son muy similares a la 
inhibición observada con el tratamiento con TSA, es decir, a mayor 
concentración del inhibidor mayor inhibición de la agregación 
plaquetaria respecto al control. 
 
Figura 4.19. El TBA produce una disminución de la agregación 
plaquetaria al colágeno. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC) con tampón 
(Control) o dosis creciente de TBA (0,1 µM, 1 µM y 10 µM) y se estimulan con 
colágeno (0,5 µg/mL). Se registró la agregación durante 3 min y se evaluó el 
porcentaje de agregación máxima. Los resultados muestran que a mayor 
concentración del inhibidor la agregación plaquetaria es menor. La imagen es 




También se observó lo que pasaba con el nivel de acetilación 
de la α-tubulina. En la Figura 4.20 se observa que el TBA induce la 
acetilación de la α-tubulina, de forma dosis dependiente, similar a lo 
que ocurría con la incubación con el TSA (Figura 4.4). Estos 
resultados demuestran que en plaquetas humanas HDAC6 es la 
enzima responsable de la deacetilación de la α-tubulina. 
 
Figura 4.20. El TBA induce la acetilación de la α-tubulina. Las plaquetas 
se incubaron (1 h., a 37ºC) con dosis creciente de TBA (0 µM, 0,1 µM, 1 µM y 10 
µM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detectó la α-tubulina acetilada. La 
incubación de las plaquetas con TBA induce acetilación de la α-tubulina de manera 
dosis dependiente. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la 
parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
4.8. El patrón de proteínas acetiladas en Lys en las 
plaquetas humanas se altera por la acción del AAS 
Hasta el momento hemos demostrado que en plaquetas 
humanas existe un patrón de proteínas acetiladas en Lys 
característico, pero ¿qué pasa con la acetilación de las proteínas 
plaquetarias si utilizamos un agente acetilante como es el AAS? 
El AAS, es decir, el ácido acetil salicílico, es un agente 
acetilante bien conocido, sobre todo por su capacidad de acetilar la 
COX-1 de las plaquetas131. Esta enzima metaboliza el paso clave de 
la conversión del ácido araquidónico a TXA2, necesario para la 




encuentra en la entrada del centro activo, inhibiendo de manera 
irreversible a la COX-1 al impedir el acceso del ácido araquidónico a 
su centro activo. Por otra parte, diversos autores han demostrado la 
capacidad que tiene el AAS de acetilar otras proteínas, como el 
fibrinógeno o la p-53132,133. Sin embargo, no sabemos si es capaz de 
alterar el patrón de proteínas acetiladas en Lys de las plaquetas 
humanas.  
Para dar respuesta a esta pregunta, realizamos diversos 
experimentos con el AAS. Primero, partimos de plaquetas humanas 
lavadas y ajustadas a 1x106plaquetas/µL. Se incubaron con el 
solvente (control) o con AAS a diversas concentraciones (100 µM y 
1000 µM). Como control negativo empleamos el salicilato (1000 µM). 
El salicilato es la misma molécula que el AAS, pero sin el grupo 
acetilo y por tanto sin capacidad acetilante. A los 10 minutos las 
plaquetas se lisaron con tampón RIPA y se detectaron las proteínas 
acetiladas empleando el anticuerpo específico contra las Lys 
acetiladas. En la Figura 4.21 se observa la presencia de varias 
proteínas que aumentan el nivel de acetilación con respecto al 
control de forma dosis dependiente, a mayor concentración del AAS 
mayor número de proteínas acetiladas en Lys. Por otra parte, la 





Figura 4.21. El efecto del AAS en la acetilación de proteínas en 
plaquetas humanas. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con tampón 
(control) o con AAS (100 µM y 1000 µM) y salicilato (1000 µM). A los 10 min las 
plaquetas se lisan y se detectan las proteínas acetiladas en Lys. El AAS provoca 
cambios en el patrón de proteínas acetiladas de las plaquetas con respecto al 
control. Una proteína de tamaño molecular aproximado de 50 kDa también aumenta 
si nivel de acetilación (indicación con flecha). La imagen es representativa de 5 
experimentos diferentes. A la derecha de la imagen se señalan los pesos 
moleculares (kDa) de algunas proteínas identificadas. En la parte inferior se muestra 
la cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
Entre las proteínas acetiladas en Lys por el AAS hay de 
nuevo una proteína con un tamaño aproximado de 50 kDa que se 
acetilada de manera significativa. Se ha demostrado que en otros 
tipos celulares el AAS es capaz de acetilar a la α-tubulina134. Por 
tanto, nos preguntamos si la proteína de unos 50 kDa que 







Para ello, decidimos realizar un experimento que consistió en 
incubar las plaquetas con distintas dosis de AAS (0 µM, 1 µM, 10 µM, 
100 µM y 1000 µM) y detectar la forma acetilada de la α-tubulina. El 
resultado que se obtuvo fue que en plaquetas en reposo (AAS 0 µM) 
la α-tubulina se encuentra parcialmente acetilada, como ya 
sabíamos, pero con el tratamiento con distintas dosis de AAS se 
produce un incremento considerable de su nivel de acetilación de 
manera dosis dependiente (Figura 4.22).  
 
Figura 4.22. El AAS produce acetilación de la α-tubulina de manera 
dosis dependiente. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) a dosis creciente 
de AAS (0 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM o 1000 µM). A los 10 min se lisaron las 
plaquetas y se detectó la α-tubulina acetilada. La incubación de las plaquetas con 
AAS induce acetilación de la α-tubulina de manera dosis dependiente. La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la 
cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
Decidimos repetir el experimento anterior pero en esta 
ocasión mantenemos una dosis fija de AAS de 100 µM y realizamos 
una cinética de tiempos (1, 10, 30, 60, 120 y 300 seg), observamos 
que la acetilación de la α-tubulina aumenta con el tiempo de 





Figura 4.23. El AAS produce acetilación de la α-tubulina con una 
cinética de tiempo. Las plaquetas se incubaron con 100 µM de AAS a distintos 
tiempos (0 a 300 seg). Pasado el tiempo de incubación las plaquetas se lisaron y se 
inmunodetectó la forma acetilada de la α-tubulina. A mayor tiempo de incubación 
más acetilación de la α-tubulina. Las imágenes son representativas de al menos 5 
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina 
como control de carga. 
 
Llegados a este punto, nos planteamos investigar qué ocurría 
con el nivel de acetilación de la α-tubulina si se tratan 
simultáneamente las plaquetas con TSA y AAS. Decidimos incubar a 
las plaquetas con 15 µM de TSA y 100 µM de AAS, durante 10 
minutos. Observamos que la incubación simultánea con AAS y TSA 
no aumentó la acetilación sobre el nivel alcanzado con cualquiera de 
los productos por separado. (Figura 4.24). 
 
 
Figura 4.24. El AAS y TSA producen acetilación de la α-tubulina. Las 
plaquetas se incubaron (10 min) con AAS (100 µM), TSA (15 µM) o ambos. A los 10 
min se lisaron y se inmunodetectó la forma acetilada de la α-tubulina. Ambos 
producen un aumento de la acetilación de la α-tubulina con respecto a la muestra sin 
TSA y sin AAS, aunque al unirlos no se produce un efecto acumulativo. Las 
imágenes son representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte 





4.9. Regulación de la función de las plaquetas por las 
sirtuinas 
Como hemos visto en los apartados anteriores, las HDAC 
clásicas juegan un papel importante en la regulación de la función 
plaquetaria. A dosis bajas de agonista (0,5 µg/mL de colágeno o con 
0,5 µM de U46619) el TSA es capaz de inhibir la agregación 
plaquetaria, la liberación de gránulos densos y los movimientos de 
Ca2+. Todo esto, al menos parcialmente, mediante la regulación del 
proceso de acetilación/deacetilación de la α-tubulina. Sin embargo, a 
concentraciones superiores de agonista se superaba el efecto 
inhibidor del TSA.  
Sin embargo, hemos de tener en cuenta, que dentro de la 
familia de las HDAC encontramos a la Clase III, comúnmente 
conocidas como sirtuinas, que tienen una estructura totalmente 
diferente a las HDAC clásicas, requieren como cofactor el NAD+ 83 y 
además son inhibidas por la NAM o CAM, pero no por el TSA135. 
Además, varias de ellas son de localización citoplasmática o 
mitocondrial86, lo que las hace especialmente interesantes en 
relación con las plaquetas, aunque no existen estudios previos que 
hayan evaluado su presencia o participación en algún aspecto de la 
función plaquetaria. Por ello nos planteamos estudiar el papel de las 
sirtuinas en la función plaquetaria, a nivel de la agregación 
plaquetaria, la liberación de gránulos densos, los movimientos de 
Ca2+ y la síntesis de TXA2, así como evaluar los posibles 





4.9.1. Regulación de la agregación plaquetaria por las sirtuinas 
En primer lugar, evaluamos la participación de las sirtuinas en 
la agregación plaquetaria. Partimos de plaquetas lavadas que se 
incubaron durante 1 hora a 37º con el CAM, a distintas dosis (0, 10, 
20, 30, 60 y 100 µM). Para comparar con el efecto de las HDAC 
clásicas se empleó el TSA (15 µM). Para inducir la agregación 
plaquetaria se utilizaron distintos agonistas, como el colágeno 1 
µg/mL, la trombina 0,1 U/mL y el U46619 1µM. En la Figura 4.25 se 
observa que se producía una inhibición dosis dependiente con el 
inhibidor de sirtuinas. Este hecho ocurría con cualquiera de los 
agonistas utilizados.  
Sin embargo, con estas dosis de agonista no se produjo 
disminución de la agregación de las plaquetas tratadas con TSA. 
Pero cabe recordar que a dosis más bajas de agonistas, sí que se 
observaba una disminución significativa por el TSA de la agregación 





Figura 4.25. El efecto del CAM sobre la agregación plaquetaria. Las 
plaquetas se incuban (1h., a 37º) con distintas dosis de CAM o TSA (dosis única). A 
la hora se estimulan con colágeno (1 µg/mL), U46619 (1 µM) o trombina (0,1 U/mL). 
Se registra la agregación durante 3 min y se evalúa el porcentaje de agregación 
máxima. El CAM provoca una inhibición dosis dependiente de la agregación cuando 
las plaquetas son estimuladas con colágeno, trombina y U46619. Pero no ocurría lo 
mismo con el TSA. *p<0.005 **p<0.001. n=10. 
 
En la Figura 4.26 se puede observar un ejemplo 
representativo del efecto del CAM sobre la agregación plaquetaria, a 
dos dosis distintas. Ambas concentraciones de inhibidor producen 
una disminución significativa de la agregación plaquetaria. Parece 
por tanto, que las sirtuinas tienen un papel más importante que las 





Figura 4.26. El CAM reduce la agregación plaquetaria al estimular con 
diferentes agonistas. El CAM a distintas concentraciones (0 µM 10 µM y 100 µM) 
produce una inhibición dosis dependiente, para todos los agonistas empleados 
(colágeno 1µg/mL, trombina 0,1 U/mL y U444619 1 µM). La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes. (Col: colágeno, Trb: trombina, U: 
U46619). 
 
4.9.2. Regulación de la liberación de gránulos densos por las 
sirtuinas 
El siguiente paso fue estudiar si el CAM era capaz de 
disminuir la secreción de gránulos densos. Los resultados muestran 
que al incubar las plaquetas con CAM (100 µM), se producía una 
reducción significativa de la liberación de serotonina, incluso a las 
dosis en las que el TSA (15 µM) no tiene efecto inhibitorio. Este 
hecho se repetía en todos los agonistas, tanto con colágeno (1 
µg/mL), como con trombina (0,1 U/mL) o con el U46619 (1 µM) 





Figura 4.27. El CAM provoca la disminución de la liberación de los 
gránulos densos. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC) con el inhibidor CAM (0 
y 100 µM) o el TSA (15 µM), y se estimulan con colágeno (1 µg/mL), trombina (0,1 
U/mL) o con U46619 (1 µM). Se registra la agregación durante 3 min y se evalúa la 
liberación de la 14C-5HT. Al estimular con los distintos agonistas, las plaquetas 
tratadas con CAM presentan una disminución significativa de la liberación de los 
gránulos densos, hecho que no ocurría con el TSA. La imagen es representativa de 
5 experimentos diferentes. 
 
4.9.3. Regulación de los movimientos de Ca2+ por las sirtuinas 
El incremento de Ca2+ citoplasmático es una de las más 
importantes respuestas plaquetarias al estímulo, por lo que 
decidimos estudiar su regulación por las sirtuinas. En la Figura 4.28 




significativa de los niveles de Ca2+ con respecto al control. Esta 
inhibición era muy superior a la observada con el TSA (Figura 4.17), 
de forma paralela a lo observado con la agregación o la liberación de 
gránulos densos.  
 
 
Figura 4.28. La concentración de Ca2+ disminuye en plaquetas 
preincubadas con CAM. Las plaquetas cargadas con FURA-2/AM se incuban (1 h., 
37ºC) con tampón (control) o con CAM (100 µM), se registra la fluorescencia durante 
1 min y se estimulan en agitación con colágeno (1 µg/mL), trombina (0,1 U/mL) o 
U46619 (1 µM). Se registran los cambios en la concentración de Ca2+ durante 2 min. 
Tanto el estímulo con colágeno, trombina o U46619 en plaquetas tratadas con CAM, 
tienen una disminución significativa de la concentración de Ca2+ con respecto a sus 
controles. La imagen es la media de 5 experimentos diferentes. 
 
4.9.4. Regulación de la síntesis de TXA2 por las sirtuinas 
La síntesis de TXA2 es el resultado de la acción consecutiva 
de varios sistemas enzimáticos, que se produce cuando las 




se produce la activación de la cPLA2 por el aumento de Ca2+ 
citoplasmático y su fosforilación mediada por MAPK40. A 
continuación, se activa la cPLA2, libera el AA de los fosfolípidos de la 
membrana y finalmente éste es metabolizado por el sistema COX-
1/TXA2 sintetasa, hasta producir el TXA2 (entre otros eicosanoides)36. 
 Para comprobar si las sirtuinas alteraban de alguna manera 
estos procesos enzimáticos, utilizamos el TSA, como inhibidor de las 
HDAC clásicas y el CAM, como inhibidor de las sirtuinas. Después de 
incubar las muestras durante una hora con los inhibidores, se 
estimularon con colágeno (1 µg/mL) durante 3 minutos. Los niveles 
de TXA2 se midieron por ELISA. En la Figura 4.29 observamos cómo 
el CAM produjo una disminución significativa de la síntesis del TXA2 
con respecto a la muestra sin tratar. En cambio, aunque el TSA 
mostró una clara tendencia inhibitoria ésta no resultó significativa, al 
menos a las concentraciones de agonistas empleadas.  
 
Figura 4.29. El efecto del CAM sobre la síntesis de TXA2 en plaquetas 
estimuladas con colágeno. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC), con CAM (0 
µM y 100 µM) o con TSA (15 µM) y, se estimularon con colágeno (1 µg/mL). A los 3 
min se detuvo la síntesis de TXA2 y se detectó la cantidad de TXA2 por ELISA. La 




4.9.5. Regulación de la acetilación de proteínas en las plaquetas 
humanas por las sirtuinas 
Si recordamos los primeros resultados obtenidos (Figura 4.1, 
4.2 y 4.3), en las plaquetas en reposo aparece un patrón de 
proteínas acetiladas en Lys, el cual se altera ligeramente cuando las 
plaquetas son estimuladas con un agonista fisiológico, como es el 
colágeno. Además, si a estas plaquetas se las trata con el TSA, la α-
tubulina se acetilaba de manera significativa. ¿Pero, qué ocurre con 
este patrón si se trata las plaquetas con el CAM86 un inhibidor 
general de las Sirtuinas?  
Para estudiar los efectos del CAM en el nivel de acetilación de 
las proteínas plaquetarias, se utilizaron plaquetas lavadas y en 
reposo. Éstas se incubaron con tampón (control) o con 100 µM de 
CAM. A la hora se lisaron las muestras con tampón RIPA y se 
inmunodetectaron las proteínas acetiladas en Lys. Inesperadamente, 
como se observa en la Figura 4.30, el CAM provoca pocos cambios 
en el nivel de acetilación de las proteínas plaquetarias. Las 
diferencias con el Control no resultaban tan llamativas como las 
encontradas al tratar las plaquetas con el TSA (Figura 4.3). Sin 
embargo, debido a las limitaciones de sensibilidad propias de la 
técnica, no podemos descartar que se esté produciendo la 





Figura 4.30. La inhibición de las sirtuinas provoca pocos cambios en la 
acetilación de las Lys de proteínas plaquetarias humanas en reposo. Las 
plaquetas se incuban (1 h., a 37ºC) con tampón (control) o con CAM (100 µM). A la 
hora las plaquetas se lisan y se detectan las proteínas acetiladas. No se observan 
cambios significativos entre la muestra control y la de CAM. A la derecha de la 
imagen se señalan los pesos moleculares (kDa). La imagen es representativa de 5 
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina 
como control de carga. 
 
4.10. Presencia de las sirtuinas en las plaquetas humanas 
   Actualmente se han descrito 7 sirtuinas diferentes, en 
distintos tipos celulares135. Estas enzimas pueden también tener 
diferentes localizaciones dentro de la célula: SIRT1 y SIRT2 se 
localizan en citoplasma, y el resto de las sirtuinas en el núcleo y/o 
mitocondria. Dado que las plaquetas no poseen núcleo, la SIRT1 y la 
SIRT2, pueden ser buenas candidatas para que se encuentren en las 





   Por ello, nos planteamos el estudio de la presencia de SIRT1 
y SIRT2 en las plaquetas humanas. Partimos de lisados plaquetarios 
de varios donantes, y repetimos el mismo proceso que se utilizó para 
detectar la HDAC6. Se identificó la presencia de estas enzimas 
empleando anticuerpos específicos para SIRT1 y para SIRT2. Los 
resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 4.31, donde se 
aprecia que SIRT2 estaba presente en plaquetas humanas, 
apareciendo como un doblete, similar a la muestra de hepatocitos 
que se utilizaron como control positivo91. Sin embargo, SIRT1 
aparecía de forma muy débil en las plaquetas, incluso cuando se 
aumentó el número de plaquetas lisadas a 1x106/µL, aunque sí era 
clamente visible en la muesta control de hepatocitos. 
 
Figura 4.31. La SIRT1 y la SIRT2 están presente en plaquetas humanas. 
Las plaquetas lavadas (1x106plaquetas/µL) procedentes de 4 donantes distintos (D1-
D4), fueron lisadas con tampón RIPA y inmunodetectadas con un anticuerpo anti-
SIRT1 y anti-SIRT2. Una muestra de hepatocitos lisados (1x106células/mL), se corrió 
en paralelo como muestra control. En todos los donantes la SIRT2 estava presente 
en plaquetas humanas procedentes de donantes distintos en cantidad mucho más 
importante que SIRT1. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. 
 
Para confirmar estos resultados, se analizó la presencia del 
ARNm de SIRT1 y SIRT2 en las plaquetas. En la Figura 4.32 
podemos observar que tanto el ARNm de SIRT2 como de SIRT1 
estaban presentes en las plaquetas humanas, aunque la cantidad de 
SIRT2 era claramente superior a SIRT1. Este resultado está en 





Figura 4.32. El ARNm de SIRT1 y SIRT2 está presente en plaquetas 
humanas. El ARN total de las plaquetas se retrotranscribió en presencia (+) o 
ausencia (-) de la transcriptasa inversa Moloney murine leukemia Virus. El ADN 
complementario resultante se amplificó por PCR durante 35 ciclos con cebadores 
específicos para SIRT1, SIRT2 y CD45. Las alícuotas (15 µL) de las reacciones de 
PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se tiñeron con 
SYBR Green Safe. Tanto el ARNm de la SIRT1 como de la SIRT2 están presentes 
en las plaquetas humanas. A la izquierda de la imagen se señalan los pesos 
moleculares. La β-actina se utilizó como normalizador amplificándose 25 ciclos. 
 
4.10.1. Influencia de SIRT2 en la función plaquetaria 
Para estudiar la influencia de la SIRT2 en la función 
plaquetaria utilizamos diferentes inhibidores de sirtuinas: CAM (100 
µM), EX527 (10 µM) (inhibidor específico de SIRT1) y AGK2 (10 µM) 
(inhibidor específico de SIRT2). Las concentraciones elegidas eran 
las empleadas por diversos autores en otros tipos celulares136,137. En 
la Figura 4.33, la inhibición específica de la SIRT1 no afectó a la 
agregación plaquetaria inducida por los agonistas empleados. En 
cambio, la inhibición de SIRT2 provocó una inhibición significativa de 
la agregación con todos los agonistas, especialmente con el 
colágeno. Sin embargo, la inhibición obtenida era inferior a la 





Figura 4.33. La SIRT2 regula la agregación plaquetaria. Las plaquetas se 
incubaron (1 h., a 37º) con el tampón (control), EX527 (10 µM), AGK2 (10 µM), CAM 
(100 µM) o TSA (15 µM). A la hora se estimularon con colágeno (1 µg/mL), trombina 
(0,1 U/mL) o U46619 (1 µM). Se registró la agregación durante 3 min y se evaluó el 
porcentaje de agregación máxima. La inhibición de SIRT1 no afectó a la agregación 
plaquetaria, en cambio la inhibición de SIRT2 inhibe la agregación plaquetaria a 
cualquiera de los agonistas, aunque el CAM produce la mayor inhibición de todas. 
*p<0,05, AGK2 o CAM frente a Control; †p<0,05 CAM vs AGK2. n=5 
 
Resultados similares encontramos con la liberación de 
gránulos densos. La inhibición específica de la SIRT2 producía una 
disminución significativa de la liberación, cuando las plaquetas eran 
estimuladas por colágeno o U46619 (Figura 4.34). En contraste, la 
liberación de la serotonina inducida por el estímulo de la trombina no 
se inhibía por el AGK2, aunque sí fue significativamente reducida por 




Para comprobar el nivel al que las sirtuinas regulaban la 
liberación de gránulos, las plaquetas se estimularon con ionóforo. El 
tratamiento con CAM, AGK2 o EX527 no afectó a la liberación de 
serotonina (control, 91%; CAM, 83%; AGK2, 92%; EX527, 86%) 
sugiriendo que el punto regulado por SIRT2 se encuentra antes del 
incremento de Ca2+. 
 
Figura 4.34. El AGK2 provoca la disminución de la liberación de 
gránulos densos. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37ºC) con tampón (control) o 
con los inhibidores: EX527 (10 µM), AGK2 (10 µM), CAM (100 µM) o TSA (15 µM), y 
se estimulan con colágeno (1 µg/mL), trombina (0,1 U/mL) o con U46619 (1 µM). Se 
registra la agregación durante 3 min y se evalúa la liberación de 14C-5HT. Tanto el 
estímulo con colágeno, trombina o U46619 en plaquetas preincubadas con AGK2 o 
CAM, tienen una disminución de la liberación de serotonina, cosa que no ocurre con 
el TSA. n=5, *p<0,05. * AGK2 o CAM vs control; †p<0,05CAM vs AGK2. 
 
Para comprobar este punto, se estudiaron los movimientos de 
Ca2+ citoplasmático y su regulación por las sirtuinas. La inhibición de 
la SIRT1 no produjo ningún cambio significativo, independientemente 




parcial cuando las plaquetas eran estimuladas con colágeno y 
U46619. Con respecto a la inhibición de la SIRT2 por el AGK2, el 
efecto sobre el Ca2+ citoplasmático fue muy similar al producido por 
CAM, excepto con la trombina, donde el efecto del AGK2 fue menor 
(Figura 4.35). 
 
Figura 4.35. La SIRT2 regula la concentración de Ca2+ citoplasmático. 
Las plaquetas cargadas con FURA-2/AM se incubaron (1 h., a 37ºC) con tampón 
(control) o con EX527 (10 µM), AGK2 (10 µM), CAM (100 µM) o TSA (15 µM), y se 
estimularon con colágeno (1 µg/mL), trombina (0,1 U/mL) o con U46619 (1 µM). El 
AGK2 y el CAM producen la mayor disminución de la concentración de Ca2+. La 






4.10.2. Influencia de las sirtuinas en nivel de acetilación de las 
Lys de proteínas plaquetarias humanas 
Con respecto al patrón de proteínas acetiladas en Lys, 
decidimos estudiar el efecto sobre el mismo de los distintos 
inhibidores de las sirtuinas: CAM, AGK2 o EX527. El patrón de 
acetilación de las Lys de las plaquetas de la muestra control era muy 
similar al patrón obtenido por los distintos inhibidores (Figura 4.36), 
no encontrándose ninguna variación evidente en el nivel de 
acetilación de las Lys. Cabe recordar que con el TSA sí que se 
producia la acetilación de la α-tubulina (Figura 4.36). Este resultado 
contrastaba con el marcado efecto de la inhibición de SIRT2 sobre la 
agregación de plaquetas, la liberación de gránulos densos y los 
niveles de Ca2+ citosólico inducida por agonistas (Figura 4.26, 4.27 y 
4.28 o Figura 4.33, 4.34 y 4.35).  
Sin embargo, debido a las limitaciones de sensibilidad propias 
de la técnica, no podemos descartar que se esté produciendo la 





Figura 4.36. La inhibición de las sirtuinas no provoca grandes 
alteraciones en el patrón de proteínas acetiladas Lys de las plaquetas 
humanas en reposo. Las plaquetas se incubaron (1 h., 37ºC) con el tampón 
(Control) o con CAM (100 µM), AGK2 (10 µM) o EX527 (10 µM). A la hora las 
plaquetas se lisaron, se detectaron las proteínas acetiladas en Lys por 
inmunodetección. No se observaron cambios significativos en el patrón, entre la 
muestra Control y los distintos inhibidores. A la izquierda de la imagen se señalan 
los pesos moleculares (kDa). La imagen es la media de 5 experimentos diferentes. 
En la parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina como control de carga. 
 
4.11. Regulación de la acetilación de AKT/PKB mediada por 
Sirtuinas 
El CAM afectaba muy ligeramente al patrón de proteínas 
acetiladas en Lys de las plaquetas, a pesar de los efectos tan 
evidentes que tiene sobre la función plaquetaria. Este hecho se 
podría explicar por el hecho de que las técnicas empleadas son 
limitantes y sólo estamos detectando una pequeña fracción de 
proteínas acetiladas, como sugieren los estudios de proteómica en 




sobre la función podrían sugerir que alguna proteína implicada en los 
mecanismos de transmisión de señales de las plaquetas, podría ser 
diana de las sirtuinas. 
AKT/PKB es una de las enzimas clave implicadas en la 
transducción de señales en las plaquetas, participa en la agregación 
plaquetaria, la liberación de gránulos densos y los movimientos de 
Ca2+138,139. Además, se ha descrito cómo en otros tipos celulares la 
actividad de AKT está regulada por procesos de acetilación140. Por lo 
tanto, ésta proteína podría ser una buena candidata para que, las 
plaquetas, su actividad sea regulada. 
Para probar esta hipótesis, se incubaron las plaquetas con los 
inhibidores: AGK2, CAM, TSA o sin inhibidores. Después de una 
incubación de 1 hora a 37ºC, se inmunoprecipitó AKT y se detectó su 
nivel de acetilación con el anticuerpo contra las proteínas acetiladas 
en Lys. En los resultados obtenidos se puede observar que el nivel 
de acetilación de la AKT se encuentra aumentado en la muestra 
incubada con AGK2 y CAM, mientras que la cantidad total de AKT se 
mantiene sin cambios (Figura 4.37). Por su parte, el TSA no indujo 









Figura 4.37. La incubación con AGK2 o CAM aumenta el nivel de 
acetilación de la AKT en plaquetas en reposo. Las plaquetas lavadas fueron 
incubadas durante 1 h. a 37ºC con: 15 µM de TSA, 100 µM de CAM, 10 µM de 
AGK2 o con el tampón (control). Después se lisaron las plaquetas y se 
inmunoprecipitó AKT. Posteriormente se utilizó el anticuerpo contra proteínas 
acetiladas en Lys. El nivel de acetilación de AKT se encuentra aumentado en la 
muestra preincubada con AGK2 y CAM con respecto al control. La imagen es 
representativa de 3 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la 
cantidad de AKT como control de la inmunoprecipitación. 
 
El resultado anterior indica que AKT se acetila en presencia 
de inhibidores de las sirtuinas, más específicamente con la inhibición 
de la SIRT2. Nos planteamos entonces si podía existir alguna 
interferencia entre los procesos de acetilación y fosforilación de AKT. 
Pare ello observamos el estado de fosforilación de AKT, tanto en la 
Ser473 como en la Thr308, ya que éste es un requisito que marca la 
actividad de AKT139. En la Figura 4.38 se puede ver que en plaquetas 
en reposo la AKT apenas está fosforilada, en ambos residuos, y la 
incubación con el AGK2 no modifica la fosforilación de AKT. La 
agregación inducida por el colágeno incrementó de forma 
significativa el nivel de fosforilación de AKT, como se ha descrito 
previamente138,139. Sin embargo, cuando las plaquetas son incubadas 
con el inhibidor de la SIRT2, previamente a la estimulación con 
colágeno, ya no se produce ningún incremento en la fosforilación de 
ninguno de los dos residuos de la AKT, lo que sugiere un efecto de la 





Figura 4.38. La incubación con AGK2 disminuye la fosforilación de la 
AKT en plaquetas estimuladas. Las plaquetas en reposo (control) o plaquetas 
estimuladas con colágeno (1 µg/mL) fueron preincubadas (1 h., a 37ºC), con o sin 
AGK2. A los 3 min de la agregación las muestras fueron lisadas y se inmunodetectó 
AKT fosforilada en Ser473 o Thr308. El nivel de fosforilación de AKT se encuentra 
aumentado, en los residuos de Ser473 y Thr308, en plaquetas estimuladas con 
colágeno (1 µg/mL) respecto al control; pero las incubadas con AGK2 (10 µM) no 
aumentan su nivel de acetilación respecto al control. La imagen es representativa de 
3 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina 
como control de carga. 
 
Para estudiar si la acetilación de AKT altera su función, se 
evaluó la fosforilación de la GSK-3β, sustrato de la AKT139. Como 
hemos visto en la Figura 4.37, al tratar las plaquetas con el AGK2, la 
fosforilación de AKT inducida por colágeno no se producía. En 
paralelo encontramos que el tratamiento con AGK2 bloqueó la 
fosforilación de GSK-3β, lo que sugería que la acetilación de AKT 






Figura 4.39. La incubación con AGK2 disminuye el nivel de 
fosforilación GSK-3β. Las mismas muestras que en el apartado anterior se 
utilizaron para inmunodetectar la GSK-3β fosforilada en Ser9, Se observó que la 
incubación con el AGK2 reduce la fosforilación de la GSK-3β en la Ser9, cuando las 
plaquetas son estimuladas con colágeno. La imagen es representativa de 3 
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de α-tubulina 
como control de carga. 
 
Finalmente, hemos explorado el papel fisiológico de la 
acetilación de AKT en la agregación plaquetaria. Se estimularon las 
plaquetas con colágeno y se determinó el nivel de acetilación de AKT 
mediante su inmunoprecipitación. La agregación plaquetaria debida 
al estímulo con colágeno produjo acetilación de AKT (Figura 4.40). 
Este resultado apoya el papel importante de la acetilación de AKT en 
la función plaquetaria. 
 
Figura 4.40. La estimulación con colágeno provoca acetilación de AKT. 
Las plaquetas en reposo o estimuladas con colágeno (1 µg/mL) fueron lisadas, 
posteriormente se imnunoprecipitó AKT y finalmente de inmunodetectó el nivel de 
acetilación AKT mediante la utilización de un anticuerpo contra las proteínas 
acetiladas. La agregación induce la acetilación de AKT. La imagen es representativa 





4.12. La fosforilación de STAT3 en las plaquetas está mediada 
por la síntesis de TXA2 
 Varios autores han destacado la presencia, en principio 
inesperada, de factores de transcripción en las plaquetas, así como 
un papel para los mismos en sus sistemas de transmisión de 
señales90. Uno de ellos es el STAT3, el cual participa en la respuesta 
plaquetaria mediada por el colágeno, a través del receptor GPVI99. 
Por otra parte, también se ha descrito que STAT3 forma parte de la 
transmisión de señales en las plaquetas mediada por varias 
citocinas, como la TPO92,141 o Leptina98. Todos ellos, cuando 
estimulan a la plaqueta, provocan la fosforilación de STAT3 y su 
activación. Sin embargo, desconocemos múltiples aspectos de la 
participación de STAT3 en los sistemas de transmisión de señales en 
las plaquetas. 
Desde hace varias décadas es conocida la importancia de la 
síntesis del TXA2 en la función plaquetaria, al formar parte de la 
amplificación de la respuesta plaquetaria142. En cambio, poco se 
sabe de los mecanismos de transmisión de señales implicados en 
esta respuesta plaquetaria. Nos planteamos por tanto estudiar la 
posible participación de STAT3 en la respuesta plaquetaria al TXA2, 
mediada por su receptor. 
En primer lugar, decidimos comprobar si la fosforilación de 
STAT3 estaba regulada por el colágeno, como previamente se había 
descrito99. Se realizó un estudio cinético con distintos tiempos de 
agregación plaquetaria (0, 30, 60, 180, 300 seg). Pasados estos 
tiempos se detuvo la agregación, lisando las plaquetas con tampón 




un anticuerpo específico contra la Tyr705. En la cinética de la 
agregación plaquetaria inducida por colágeno (1 µg/mL), observamos 
que la fosforilación de la STAT3 aumenta de manera significativa con 
el tiempo (Figura 4.41). Estos resultados apoyaban la anterior 
publicación de Zhou et al99. 
 
Figura 4.41. El colágeno produce una cinética de fosforilación de 
STAT3. Las plaquetas se estimularon con 1 µg/mL de colágeno a distintos tiempos 
de 0 a 300 seg. Pasado el tiempo de agregación, las plaquetas se lisaron con 
tampón RIPA y se inmunodetectó la forma fosforilada de STAT3. Se observa un 
aumento de la fosforilación de STAT3 con el tiempo de agregación. Las imágenes 
son representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 
muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga. 
 
Sin embargo, sabemos que la respuesta de las plaquetas, 
sobre todo a concentraciones bajas de colágeno, es muy 
dependiente de la síntesis del TXA2143. Por lo tanto, nos preguntamos 
si la fosforilación de STAT3 estaba directamente inducida por el 
colágeno o podía estar mediada por la síntesis de TXA2 actuando 
sobre su receptor. Para comprobar esta hipótesis, decidimos tratar 
las plaquetas con un bloqueante del receptor del TXA2, el SQ29,548 
(SQ) (1 µM).  
En la Figura 4.42 se observa como el bloqueante produce una 
disminución significativa del nivel de fosforilación de STAT3 inducido 
por el colágeno, sugiriendo que, al menos en parte, la fosforilación de 





Figura 4.42. El bloqueo del receptor del TXA2 disminuye la 
fosforilación de STAT3 al estimular con colágeno. Las plaquetas se incuban (10 
min, a 37ºC) con o sin SQ (1 µM). Seguidamente, se estimularon durante 300 seg 
con colágeno (1 µg/mL). Las muestras se lisaron y se inmunodetectó la fosforilación 
de STAT3. El SQ impidió la fosforilación del STAT3 cuando las plaquetas eran 
estimuladas con colágeno. La imagen es representativa de 5 experimentos 
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control 
de carga. 
 
Para poder confirmar el resultado anterior, decidimos 
bloquear la síntesis del TXA2 mediante el empleo del AAS. Se 
conoce que la concentración elegida (100 µM), es suficiente para 
inhibir la síntesis del TXA2144. En la Figura 4.43 podemos observar 
que el colágeno produce una cinética de fosforilación de STAT3, 
como ya habíamos visto, pero en las plaquetas que habían sido 
previamente tratadas con AAS, se impide esta fosforilación de 
STAT3, a cualquier tiempo de la cinética, confirmando la 






Figura 4.43. El AAS impide la fosforilación de STAT3 al estimular con 
colágeno. Las plaquetas se incuban (10 min, a 37ºC) con el tampón o con AAS (100 
µM) y se estimulan con colágeno (1 µg/mL). A los distintos tiempos, se lisan las 
plaquetas y se detecta la fosforilación de STAT3. El nivel de fosforilación de STAT3 
disminuye cuando las plaquetas son tratadas con AAS 100 µM y pierden la cinética 
de fosforilación, que se produce cuando son estimuladas con colágeno 1 µg/mL. La 
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 
muestra la cantidad STAT3 como control de carga. 
 
 Para evaluar si el TXA2 y su unión a su receptor era capaz de 
inducir la fosforilación de STAT3, empleamos dos análogos de esta 
molécula estructuralmente diferentes como son el U46619 y el IBOP. 
Empezamos realizando una cinética de agregación, a los mismos 
tiempos que se habían utilizado con el colágeno. Las dosis utilizadas 
fueron de 1 µM de U46619 y 10 nM de IBOP21. En la Figura 4.44 
podemos observar que los dos análogos del TXA2 inducen la 








Figura 4.44. El U46619 y el IBOP producen una cinética de fosforilación 
de STAT3. Las plaquetas se estimularon con 1 µM de U46619 y 10 nM de IBOP a 
distintos tiempos, desde 0 a 300 seg. A continuación, se lisaron las muestras y se 
inmunodetectó la forma fosforilada de STAT3. A mayor tiempo de agregación mayor 
nivel de fosforilación de STAT3. Las imágenes son representativas de al menos 5 
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 
como control de carga. 
 
Para comprobar la especificidad de los análogos del TXA2, 
bloqueamos el receptor del TXA2 con SQ. En estas condiciones, 
como era de esperar el U46619 no produjo agregación plaquetaria 
pero tampoco fue capaz de inducir la fosforilación de STAT3, 
demostrando la implicación del receptor del TXA2 en este proceso 
(Figura 4.45). 
 
Figura 4.45. El bloqueo del receptor del TXA2 impide la fosforilación de 
STAT3 al estimular con U46619. Las plaquetas se incuban con el tampón o con SQ 
(1 µM). A los 10 min se estimularon y seguidamente se lisaron. El U46619 (1 µM) 
aumenta la fosforilación de STAT3, pero el tratamiento previo con el SQ impide la 
fosforilación del STAT3. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. 





También utilizamos otros agonistas plaquetarios y 
comprobamos si eran capaces de producir la fosforilación de STAT3 
por ellos mismos o eran dependientes de la síntesis del TXA2. En 
esta ocasión utilizamos el ADP a una concentración de 10 µM, 
agonista que no es dependiente del TXA2 en la amplificación de la 
respuesta plaquetaria145. El resultado que obtuvimos es que la 
fosforilación de STAT3 no varía con la cinética de agregación al ADP 
(Figura 4.46). Por lo tanto, todos estos resultados apoyan el concepto 
de que la fosforilación de STAT3 sí que es dependiente de la síntesis 
de TXA2. 
 
Figura 4.46. El ADP no produce una cinética de fosforilación de STAT3. 
Las plaquetas se estimularon con 10 µM de ADP a distintos tiempos, desde 0 a 300 
seg. A continuación, se lisaron las muestras y se inmunodetectó la forma fosforilada 
de STAT3. La agregación plaquetaria no produce cambios en el nivel de fosforilación 
de STAT3. Las imágenes son representativas de al menos 5 experimentos 
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control 
de carga. 
 
Otro agonista que utilizamos fue la trombina (1 U/ml) que sí 
que es parcialmente dependiente de la síntesis de TXA2146. 
Repetimos el mismo experimento de la cinética de agregación y 
observamos que la trombina era capaz de producir la fosforilación de 
STAT3 al utilizar el SQ se produjo la reversión de esta fosforilación 
(Figura 4.47). Estos resultados confirman que la fosforilación de 





Figura 4.47. La trombina produce una cinética de fosforilación de 
STAT3 que se revierte con el SQ. La cinética de agregación de las plaquetas con 
trombina (1 µM) produjo la fosforilada de STAT3, pero el SQ (1 µM) disminuyó la 
fosforilación a una intensidad similar al tiempo 0 de la agregación. Las imágenes son 
representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 
muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga. 
 
Dado los resultados obtenidos hasta el momento, decidimos 
estudiar la participación de las vías de amplificación de la agregación 
plaquetaria inducida por el TXA2, como es la liberación de los 
nucleótidos de ADP y la agregación mediada por la activación de la 
Gp αIIbβ3.  
En esta ocasión utilizamos dos inhibidores distintos: el 
2MeSAMP que bloquea el receptor del ADP, P2Y12 y el RGDS que 
impide la agregación plaquetaria mediada por Gp αIIbβ3. En la Figura 
4.48 se observó como la fosforilación de STAT3 inducida por el U46619 
disminuye parcialmente con el bloqueo de P2Y12, pero no de la 
agregación, sugiriendo que la fosforilación de STAT3 es independiente 





Figura 4.48. El 2MeSamp impide la fosforilación de STAT3 inducida por 
el U46619, en cambio el RGDS no bloquea la fosforilación. El 2MeSamp (10 µM) 
disminuye la fosforilación de STAT3 inducida por el U46619 (1 µM), en cambio el 
RGDS (100 µM) no produce alteración de la fosforilación. Las imágenes son 
representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 
muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga. 
 
Como ya se ha comentado previamente, STAT3 participa en 
la transmisión de señales inducida por el TPO, tanto en plaquetas 
como en megacariocitos92. Nos preguntamos si también la 
fosforilación de STAT3 inducida por el TPO podía estar mediada por 
la síntesis de TXA2. Para ello empleamos el Romiplostin 
(Romiplostin, Amge Europe, Breda, Holanda), análogo del TPO, y 
estudiamos qué ocurría con el nivel de fosforilación de STAT3 si 
previamente al estímulo con TPO bloqueábamos el receptor del 
TXA2. Decidimos, por una parte, realizar agregaciones con 
concentraciones crecientes de TPO (0, 10, 50 y 100 ng/mL). Por otra 
parte, se repitió la agregación de más concentración de TPO (100 
ng/mL), pero tratando previamente la muestra con el SQ (1 µM). En 
la Figura 4.49 se observa como el TPO produce la fosforilación de 
STAT3 de manera dosis dependiente y con un aumento mayor que 
cualquiera de los agonistas utilizados. Con respecto a la muestra que 
había sido tratada con el SQ, se produce una disminución parcial de 




STAT3 inducida por TPO está también mediada por la síntesis de 
TXA2. 
 
Figura 4.49. El TPO fosforila de STAT3 de forma dosis dependiente y 
SQ bloquea parcialmente su fosforilación. Las plaquetas se estimularon con dosis 
crecientes de TPO (0, 10, 50 y 100 ng/mL). El mismo proceso, se repitió, pero 
tratando previamente con SQ (1 µM) a la muestra que se estimuló con el TPO más 
concentrado. A los 5 min se lisaron y se inmunodetectó la forma fosforilada de 
STAT3. Se observa como el TPO provoca la fosforilación de STAT3, siendo mayor, 
cuando la concentración era más alta. Pero, el SQ bloquea esta fosforilación, 
aunque no la revierte. La imagen es representativa de al menos 5 experimentos 
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control 
de carga. 
 
4.13.  Implicaciones funcionales de la inhibición de STAT3 
Por los resultados obtenidos hasta el momento, parece ser 
que la fosforilación de STAT3 es importante en el mecanismo de 
transmisión de señales mediado por el receptor del TXA2, pero ¿tiene 
algún tipo de implicación en la función plaquetaria? Una manera de 
dar respuesta fue mediante la utilización de un inhibidor específico 
del STAT3, el STA21. Esta molécula no permite la dimerización del 





4.13.1.  La regulación de la agregación plaquetaria por STA21 
En primer lugar, se estudió la agregación, mediante la 
utilización de plaquetas que habían sido previamente incubadas 
durante 10 minutos a 37º con el STA21, a distintas dosis (0, 6, 12, 25 
y 50 µM). Para inducir la agregación plaquetaria se utilizaron dos 
agonistas, en esta ocasión fueron: U46619 1 µM y colágeno 1 µg/mL. 
En la Figura 4.50 se observa, cómo con las dosis más altas de 
STA21, se produce una inhibición significativa de la agregación 
plaquetaria al estimular con U46619. Lo mismo ocurre con el 
colágeno, como ya habían comentado otros autores99.  
 
Figura 4.50 El efecto del STA21 sobre la agregación plaquetaria. Las 
plaquetas se incuban (10 min, 37ºC) con las dosis indicadas de STA21. A los 10 min 
se estimulan con U46619 (1 µM) o colágeno (1 µg/mL), se registra la agregación 
durante 5 min y se evalúa el porcentaje de agregación máxima. El STAT21 provoca 
una inhibición dosis dependiente de la agregación cuando las plaquetas son 





4.13.2. La regulación de la liberación de gránulos densos por el 
STA21 
El siguiente paso fue estudiar si el STA21 regulaba la 
secreción de gránulos densos. En la Figura 4.51 se observa que al 
incubar las plaquetas con dosis crecientes de STA21 se producía 
una reducción significativa de la liberación de ATP en plaquetas 
estimuladas con U46619. Esta inhibición se producía a dosis más 
bajas de STA21 que la inhibición de la agregación. Resultados 
parecidos se obtuvieron con el colágeno (1 µg/mL).  
 
Figura 4.51. El efecto del STA21 sobre la liberación de gránulos 
densos. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con el inhibidor el STAT1 (0, 
6, 12, 25 y 50 µM), y se estimulan con U46619 (1 µM) o colágeno (1 µg/mL). Se 
registra la liberación durante 5 min. El STA21 provoca una inhibición significativa de 
la liberación cuando las plaquetas son estimuladas con U46619 y colágeno. La 
imagen es representativa de al menos 10 experimentos diferentes. 
 
En paralelo a los experimentos de agregación plaquetaria y 
liberación, se estudió qué ocurría con el nivel de fosforilación del 
STAT3 al estimular las plaquetas con U46619 o colágeno y en 




fosforilación de STAT3 se comportaba en paralelo con la función 
plaquetaria, es decir, que cuando se inhibe la agregación debido a la 
presencia del inhibidor, se produce una disminución de la 
fosforilación de STAT3 (Figura 4.52). 
 
Figura 4.52. Efecto del STA21 en la fosforilación de la STAT3 en 
plaquetas estimuladas con distintos agonistas. Las plaquetas se incubaron (10 
min, a 37ºC) con el STAT21 (0, 6, 12, 25 y 50 µM), y se estimulan con U46619 (1 
µM) o con colágeno (1 µg/mL). A los 5 min se lisan las plaquetas y se detecta la 
fosforilación de STAT3. Los agonistas provocan un aumento del nivel de fosforilación 
de STAT3 con respecto al control, en cambio el STAT21 provoca una disminución. A 
más concentración del inhibidor menor nivel de fosforilación. La imagen es 
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la 
cantidad de STAT3 como control de carga.  
 
 Para finalizar el estudio de la fosforilación de STAT3 mediada 
por el TXA2, se decidió repetir el estudio de agregación plaquetaria y 
liberación de gránulos, pero en esta ocasión, se utilizaron de manera 
simultánea los dos inhibidores, el STA21 y el SQ. En primer lugar, se 
incubaron plaquetas lavadas con distintas combinaciones, es decir, 
unas plaquetas control, otras con 50 µM de STA21, otras con 1 µM 
de SQ, y la combinación de ambos inhibidores. Pasados los 10 
minutos de incubación se estimularon las distintas muestras con 1 
µg/mL de colágeno. En la Figura 4.53 se puede observar cómo la 




inhibidores, tanto combinados como por separado. Además, no se 
observa efecto acumulativo de inhibición sobre la agregación al 
colágeno, cuando se utilizan ambos inhibidores simultáneamente.  
 
Figura 4.53. El efecto conjunto del STA21 y el SQsobre la agregación 
plaquetaria. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con los inhibidores STA21 
(50 µM) y SQ (1 µM) (- ausencia, + presencia), y se estimulan con colágeno (1 
µg/mL). Se registra la agregación durante 5 min y se mide el porcentaje de 
agregación. El STA21 y el SQprovocan una inhibición significativa de la agregación 
cuando las plaquetas son estimuladas con colágeno. n=5, *p<0,001; **p=0.000. 
 
Con respecto a la liberación de gránulos densos, los 
resultados obtenidos van en paralelo a la agregación, es decir, 
ambos inhibidores (STA21 y SQ) producen una disminución 
significativa de la liberación. Cuando se combinan ambos inhibidores 
no se observa un efecto acumulativo (Figura 4.54). Todos juntos, 
estos resultados sugieren que el TXA2 es el responsable de la 





Figura 4.54. El efecto conjunto del STA21 y el SQsobre la liberación 
plaquetaria. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con los inhibidores STA21 
(50 µM) y SQ (1 µM) (- ausencia, + presencia), y se estimulan con colágeno (1 
µg/mL). Se registra la liberación durante 5 min y se evalúa la liberación de ATP. El 
STA21 y el SQ provocan una inhibición significativa de la agregación cuando las 
plaquetas son estimuladas con colágeno. N=5 
 
Como en el apartado anterior decidimos ver cómo eran los 
niveles de fosforilación de STAT3, cuando las plaquetas eran 
tratadas juntamente con el inhibidor especifico de STAT3 (STA21) y 
el inhibidor de receptor del TXA2. Se repitieron las mismas 
agregaciones en las que se había evaluado el porcentaje de 
inhibición causada por los inhibidores, pero en esta ocasión se 
lisaron las plaquetas con tampón RIPA y se inmunodetectó la forma 
fosforilada de STAT3 mediante el uso de un anticuerpo específico. 
En la Figura 4.55 podemos observar que ambos inhibidores el SQ y  
el STA21, producen una disminución del nivel de fosforilación de 
STAT3, tanto si se estimula con U46619 como con colágeno, 





Figura 4.55. El efecto conjunto del STA21 y el SQsobre la fosforilación 
de STAT3. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37ºC) con los inhibidores STA21 
(50 µM) y SQ (1 µM) (- ausencia, + presencia), y se estimulan con U46619 (1 µM) o 
con colágeno (1 µg/mL). La agregación se detiene a los 5 min con tampón Ripa y se 
detectó la forma fosforilada de STAT3. Al incubar con El STA21 y el SQ29,548 
disminujó significativa del nivel de fosforilación de STAT3 con a la muestra sin 
inhibidor, cuando las plaquetas eran estimuladas con cualquiera de los dos 
agonistas, habiendo una disminución mayor cuando se unieron los dos inhibidores. 
La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se 





































































5.  DISCUSIÓN 
 
La regulación de la función plaquetaria mediada por los 
procesos de acetilación/deacetilación de proteínas, así como la 
inesperada participación de los factores de transcripción en los 
sistemas de transmisión de señales de las plaquetas humanas son 
aspectos poco o nada conocidos de control de las respuestas de las 
plaquetas. Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran por 
primera vez que la acetilación/deacetilación enzimática de proteínas 
no histonas juega un papel importante en distintos aspectos de la 
regulación de la función plaquetaria. Las enzimas reguladoras de la 
deacetilación, HDAC clásicas y las sirtuinas participan de manera 
activa en la agregación plaquetaria, la liberación de gránulos densos, 
el incremento de Ca2+ y la síntesis de TXA2. Estas respuestas 
plaquetarias están especialmente reguladas por la acción de dos 
enzimas, la HDAC6 y la SIRT2, aunque no se puede descartar la 
participación de otras HDAC clásicas o sirtuinas. Por otra parte, 
nuestros resultados indican que la fosforilación de STAT3 inducida 
por el colágeno, está en realidad mediada en gran parte por la 
amplificación de la síntesis de TXA2, actuando sobre su propio 
receptor.  
La acetilación de las histonas es una modificación 
postraduccional que se conoce desde hace más de 50 años, sobre 
todo por su papel en el núcleo, donde está bien establecida su 
participación como mecanismo de regulación de la expresión 
génica147. No fue hasta el año 2009, cuando apareció un trabajo 




enfoque proteómico que la acetilación de proteínas es un fenómeno 
mucho más extendido de lo conocido, y con funciones más allá del 
núcleo, es decir, en el citoplasma, donde tiene importantes 
implicaciones fisiológicas y fisiopatológicas148. De hecho, se ha 
llegado a sugerir que la acetilación/deacetilación de las proteínas 
histonas y no histonas constituye un mecanismo de modificación 
postraduccional comparable al de la fosforilación en cuanto a 
complejidad e implicaciones funcionales75. Este descubrimiento ha 
dado lugar a la aparición del término “acetiloma”68, que incluiría el 
conjunto de proteínas acetiladas (o acetilables) y que se considera 
que podría llegar a tener una importancia y complejidad semejante al 
de la fosforilación de Ser y Thr en diferentes proteínas celulares149. 
Sin embargo, y con la evidente excepción de la acetilación no 
enzimática de la COX-1 por el AAS, la acetilación enzimática de 
proteínas en las plaquetas como mecanismo de transmisión de 
señales no había sido previamente explorada. 
Por todo ello, el primer objetivo que se planteó en esta Tesis 
era estudiar si en plaquetas humanas existían proteínas acetiladas 
en Lys150,151. En los resultados obtenidos se ha demostrado la 
existencia de un patrón de proteínas acetiladas en plaquetas 
humanas en reposo (Figura 4.1) que se altera al inducir la agregación 
plaquetaria en presencia de colágeno (Figura 4.2), pero también con 
otros agonistas plaquetarios (no se muestra). Por lo tanto, en células 
anucleadas como las plaquetas, también se producen procesos de 
acetilación/deacetilación. Recientemente ha aparecido un estudio 
proteómico en el que se han identificado unos 552 sitios de 
acetilación distintos en 273 proteínas plaquetarias152. Esta 




patrón característico de proteínas acetiladas. Además, estos 
resultados sugieren que el proceso de acetilación/deacetilación en 
las plaquetas debe ser importante y plantea la posibilidad de pensar 
en la existencia de un acetiloma plaquetario comparable al 
fosfosoma, tan importante para la función plaquetaria36,39. Este 
acetiloma plaquetario incluye proteínas implicadas en el 
metabolismo, proteínas del citoesqueleto, proteínas que forman parte 
de los mecanismos de transmisión de señales, e incluso proteínas 
que participan en la liberación de los gránulos152. 
Nos planteamos entonces estudiar los mecanismos que 
regulan la acetilación/deacetilación de proteínas en las plaquetas. 
Para ello, utilizamos un inhibidor de las HDCA como es el TSA85. Los 
resultados revelaron que la incubación de las plaquetas en reposo 
con el TSA producía un aumento considerable de la acetilación de 
una proteína de un tamaño aproximado de 50 kDa (Figura 4.3). 
Posteriormente, y mediante el empleo de la microscopia confocal e 
imnunodetección, se identificó a la proteina como la α-tubulina en su 
forma acetilada (Figura 4.4). Los resultados de microscopia 
mostraron que en plaquetas en reposo la α-tubulina, al menos en 
parte, se encuentra parcialmente acetilada formando un anillo bajo la 
membrana citoplasmática de la plaqueta (Figura 4.5).  
Este resultado confirmaba un estudio previo que demostraba 
cómo la acetilación del aminoácido Lys40 de la α-tubulina favorece la 
estabilización del microtúbulo, permitiendo a las células mantener su 
forma153,154. En condiciones normales las plaquetas circulan en forma 
de disco; cuando se adhieren y activan sufren un drástico cambio de 
forma, con extensión de pseudópodos, aumentando su tamaño de 




proteínas del citoesqueleto y de la estructura de microtúbulos, juegan 
un papel muy importante. Una proteína clave es la α-tubulina, la cual 
tiene la capacidad de polimerizarse formando largas fibras que 
contribuyen a la emisión de pseudópodos durante la activación 
plaquetaria155,156. 
Por ello, decidimos continuar estudiando la implicación de la 
acetilación de la α-tubulina en una respuesta plaquetaria muy 
importante, como es la agregación. Observamos que, con la 
agregación plaquetaria a diferentes agonistas plaquetarios, se 
produce una deacetilación de la α-tubulina (Figura 4.10), confirmando 
un resultado que había sido ya descrito previamente por Sadoul et 
al125. Pero fuimos un paso más allá y quisimos demostrar si este 
proceso era dependiente de la agregación mediada por la Gp αIIbβ3, 
para lo cual bloqueamos la agregación empleando RGDS. En estas 
condiciones encontramos que la activación con agonistas no inducía 
la deacetilación de la α-tubulina en ausencia de agregación (Figura 
4.11). Este resultado sugiere que la señalización “fuera-dentro”, a 
través de receptor de la integrina Gp αIIbβ3126, es clave en el proceso 
regulador de la deacetilación de la α-tubulina.  
El siguiente paso que nos plantemos era averiguar qué 
enzima era la responsable de la acetilación/deacetilación de la α-
tubulina en las plaquetas. En distintos tipos celulares, se había 
demostrado ampliamente que la deacetilación de la α-tubulina era 
dependiente de HDAC6 y de la SIRT2157. En cambio, poco se sabe 
sobre las acetiltransferasas responsables de la acetilación de la α-
tubulina. Sadoul et al. describieron la presencia de la HDAC6 en las 
plaquetas y su participación en la deacetilación de la α-tubulina125, 




que HDAC6 está presente en las plaquetas (Figura 4.7) y que su 
inhibición es responsable del incremento de la acetilación de la α-
tubulina. 
Inesperadamente, y a pesar de la disminución del nivel de 
acetilación de la α-tubulina en el lisado celular de plaquetas 
agregadas (Figura 4.6), se observó un aumento en la presencia de la 
α-tubulina acetilada en el citoesqueleto cuando las plaquetas se 
agregaban con colágeno (Figura 4.8). La diferencia en la acetilación 
de la α-tubulina en el lisado celular completo y el citoesqueleto 
sugiere que la acetilación de la α-tubulina podría desempeñar un 
papel importante en la reorganización del citoesqueleto. Además, 
también se encontró que la HDAC6, de manera similar a la α-
tubulina, se incorpora al citoesqueleto reorganizado inducido por el 
agonista (Figura 4.9). Mediante este proceso, la HDAC6 estaría en 
una posición donde podría ejercer su actividad en la regulación de la 
reorganización del citoesqueleto. Sin embargo, son necesarios más 
estudios para dilucidar los efectos reguladores de la HDAC6 sobre la 
reorganización del citoesqueleto ya que resultados preliminares de 
nuestro laboratorio muestran que son muchas las proteínas 
acetiladas que se incorporan al citoesqueleto durante la agregación 
plaquetaria (no se muestra).  
Al examinar las implicaciones funcionales de la inhibición de 
la HDAC6 y la deacetilación de la α-tubulina, en la agregación 
plaquetaria, la secreción de gránulos y los incrementos de Ca2+, 
(estudio que no se había realizado previamente por Sadoul et al125), 
se encontró que la incubación de las plaquetas con el TSA reducía 
parcialmente las respuestas plaquetarias inducidas por colágeno y 




la función plaquetaria por el TSA se correlaciona con el incremento 
de la acetilación de la α-tubulina que impide la activación plaquetaria 
(Figura 4.16). Estos resultados apoyan la asociación entre la 
agregación plaquetaria y la deacetilación de la α-tubulina. En 
conjunto, los datos sugieren que la inhibición de las HDCA por el 
TSA puede constituir un nuevo mecanismo regulador de varios 
aspectos de la función plaquetaria, muy probablemente relacionados 
con el efecto del TSA sobre la acetilación de la α-tubulina, aunque no 
podemos descartar que se esté produciendo también la acetilación 
de otras proteínas substratos de la HDAC6.  
Para poder confirmar la responsabilidad de la HDAC6 en la 
inhibición plaquetaria inducida por la TSA, se incubaron las plaquetas 
con TBA, inhibidor específico de la HDAC6. Se obtuvieron resultados 
semejantes tanto en la función plaquetaria (Figura 4.18) como en la 
acetilación de la α-tubulina (Figura 4.19) a los obtenidos con el TSA, 
lo que confirmaría el papel principal de HDAC6 en la regulación de la 
función plaquetaria entre las distintas HDAC.  
Sin embargo, son necesarios más estudios para determinar 
los mecanismos por los que la acetilación de la α-tubulina regula las 
distintas respuestas funcionales de las plaquetas. Existen estudios 
en los que se ha demostrado que la polimerización de la α-tubulina 
regula el aumento de Ca 2+ en el citoplasma25 y que también regula la 
liberación de gránulos158, aunque se desconoce cómo la acetilación 
de la α-tubulina puede participar en estos procesos. Además se ha 
demostrado que la deacetilación de la α-tubulina es un requisito 
previo para la polimerización de la α-tubulina, proceso vinculado a la 
formación de contactos de adhesión en los fibroblastos121. Por lo 




publicados por Sadoul et al.125, quien estudia cómo la adhesión 
plaquetaria está regulada por la acetilación de la α-tubulina. 
Un estudio reciente realizado por Aslan et al.159, demostró la 
importancia de la deacetilación de la α-tubulina en la reorganización 
del citoesqueleto en plaquetas cuando son estimuladas con CRP y la 
participación de la HDAC6 en este proceso. En esta Tesis se 
confirman estos resultados y se amplía el papel de las HDAC6 en 
plaquetas estimuladas con el análogo del TXA2. Por lo tanto, el 
aumento de la acetilación de la α-tubulina en las plaquetas, debido a 
la inhibición de las HDAC, podría reducir la polimerización de la α-
tubulina en presencia de agonistas fisiológicos, lo que podría afectar 
a la reorganización del citoesqueleto, los movimientos de Ca 2+ y la 
liberación de gránulos, reduciendo de forma parcial la agregación 
plaquetaria. Sin embargo, se necesitan más estudios para aclarar 
este posible mecanismo de regulación de la reactividad plaquetaria, 
lo que podría constituir eventualmente una nueva diana 
farmacológica antitrombótica.  
Los microtúbulos que forman parte del citoesqueleto están 
implicados en una gran variedad de procesos celulares como el 
transporte intracelular, la formación de huso mitótico, el 
mantenimiento de la forma celular, la migración celular y la 
transmisión de señales160. La α-tubulina forma parte de microtúbulos 
y, actualmente, ya se conocen varias implicaciones funcionales de la 
acetilación del aminoácido Lys40 de la α-tubulina. Debemos tener en 
cuenta que esta modificación postraduccional, tiene como principal 
función favorecer la estabilización de los microtúbulos, permitiendo a 
las células mantener su forma153,161. Esta función de la α-tubulina está 




patologías neuronales, enfermedad cardíaca, inflamación e 
infecciones víricas y las alteraciones con el nivel de acetilación de la 
Lys40 de la α-tubulina162. Este hecho ha dado lugar a la aparición de 
muchos estudios en contextos muy diferentes como es la 
inmunología o la plasticidad neuronal163. Sin embargo, el 
conocimiento preciso de la función molecular de la acetilación de la 
α-tubulina aún se está investigando. 
Con respecto a las plaquetas y la acetilación de la α-
tubulina125, es durante la cascada de activación plaquetaria cuando 
se induce la reorganización del citoesqueleto y el cambio de forma, 
cuando se produce una deacetilación de la α-tubulina159. Hecho que 
también se observa en los resultados de esta Tesis y, por lo tanto, en 
concordancia con los resultados de Sadoul et al. y Aslan et al. 
Tenemos que tener en cuenta que para que este proceso se lleve a 
cabo, se requiere de la participación de una deacetilasa, como es la 
HDAC6, que permite producir estos cambios dinámicos en la 
acetilación/deacetilación de la α- tubulina.  
Esta modificación postraduccional de la α-tubulina en la 
reorganización del citoesqueleto plaquetar, apunta a un papel 
regulador en la función plaquetaria, ya que muchas de las repuestas 
plaquetarias dependen de la reorganización del citoesqueleto, como 
el transporte vesicular, la exocitosis, la adhesión o la propia 
agregación164. Todos estos procesos, en parte, están regulados por 
modificaciones postraduccionales reversibles, aunque en las 
plaquetas el proceso más estudiado es la fosforilación de proteínas40 
y no la acetilación. Pero con los resultados de esta Tesis, se abre un 




La investigación en este área es de particular importancia 
porque existen diversos inhibidores de la HDAC6 que están 
aprobados como agentes terapéuticos o están en proceso de ensayo 
clínico, con la finalidad de ser utilizarlos como terapias contra el 
cáncer o terapias autoinmunes165. Respecto al uso de los inhibidores 
de las HDAC como agentes anticancerígenos, la FDA ha aprobado 
dos, el vorinostat y el desipetide. Sin embargo, los mecanismos 
moleculares todavía no están bien establecidos y menos todavía con 
respecto a las plaquetas, aunque sí que está demostrado que el 
vorinostat puede producir trombopenia166,167. Una posible explicación 
de este efecto secundario podría estar relacionada con la acción del 
vorinostat sobre el megacariocito, afectando la formación de nuevas 
plaquetas, proceso regulado por la acetilación/deacetilación de la α-
tubulina63. Pero no solo eso, se debería estudiar también cómo 
serian esas plaquetas funcionalmente, ya que como hemos visto en 
esta Tesis, es muy probable que este fármaco también afecte a la 
función plaquetaria, al inhibir la HDAC6 de las plaquetas 
circulantes168. 
En esta Tesis se ha estudiado mucho la acetilación y su 
control por las deacetilasas, pero no se ha tratado el efecto o el 
posible papel de la acetilasas y su acción sobre las plaquetas. 
Recientes estudios han demostrado la presencia de la acetilasa p300 
en las plaquetas152,169. Esta enzima podría ser al menos en parte la 
responsable de la acetilación de las proteínas plaquetarias, ya que la 
p300 se activa en las plaquetas cuando éstas son estimuladas por 
colágeno152. En otros tipos celulares como las células migratorias del 
cáncer de ovario, se conoce que la p300 es capaz de acetilar 




facilitando la tumorigénesis170. Con respecto a las plaquetas se ha 
observado que al estimularlas  con CRP se produce la acetilación de 
cortactina, proceso que se bloquea al utilizar un inhibidor de la p300, 
como es el C646. Además, otros sustratos de la p300 pueden ser 
acetilados como es el STAT3171 y regular de esta manera su 
actividad. En nuestro laboratorio hemos realizado estudios 
preliminares de la acetilación de STAT3 en respuesta a diferentes 
agonistas plaquetarios. Aunque no hemos logrado establecer un 
patrón claro de acetilación de STAT3 frente a un agonista, 
probablemente tenga una cinética de acetilación/deacetilación con el 
tiempo de agregación, aunque son necesarios más estudios para 
confirmar este punto. Actualmente estamos estudiando más esta 
modificación y vamos a empezar a utilizar el inhibidor de la p300 con 
la finalidad de observar algún cambio en el nivel de acetilación de 
STAT3 y su posible relación con las distintas respuestas 
plaquetarias. 
Tanto la inhibición de las HDAC como de las HAT reducen la 
función plaquetaria, algo aparentemente contradictorio. Ejemplos de 
la inhibición de las HDAC y su acción sobre la función plaquetar se 
pueden ver claramente en esta Tesis. Con respecto a la inhibición de 
la HAT, Aslan et al estudió cómo el C646, inhibidor de la p300, 
produce una inhibición significativa de la agregación plaquetaria al 
CRP152. Hay varias explicaciones plausibles. En primer lugar, las 
HAT y las HDAC/sirtuinas son diferentes y en algunos casos la 
acetilación del aminociado Lys puede actuar como activador de la 
enzima, mientras que en otros podría actuar como inhibidor. En 
segundo lugar, las proteínas pueden presentar varios sitios de 




función. En tercer lugar, diferentes HAT y HDAC/sirtuinas podrían 
actuar sobre la misma proteína, pero en diferentes residuos de Lys. 
Finalmente, la cinética de acetilación, así como la de fosforilación u 
otras modificaciones postraduccionales de las proteínas podrían ser 
importantes en la integración de diferentes respuestas. Por tanto, es 
evidente que todavía hay mucho margen para la investigación en 
este campo. 
Desde hace mucho tiempo se conoce que en las plaquetas se 
produce un proceso muy importante regulado por acetilación, la 
acetilación de la COX-1 por el AAS, el antiagregante más utilizado 
para el tratamiento de síndrome coronario agudo (SCA). El AAS 
acetila de forma irreversible a una Ser que se encuentra en el centro 
activo de la enzima COX-1, impidiendo el acceso del AA a la enzima, 
y por tanto bloqueando la síntesis de TXA273.  
Sin embargo, son varias las diferencias entre este proceso de 
acetilación inducido por el AAS y las acetilaciones objeto de la 
presente tesis: 1) el proceso de acetilación de COX-1 por el AAS es 
irreversible, permaneciendo, por tanto, durante toda la vida de la 
plaqueta; 2) es un proceso no regulado por enzimas74, como las 
HDAC o las HAT, enzimas que son uno de los objetivos principales 
de estudio de esta Tesis; 3) la acetilación de COX-1 por el AAS se 
produce en el aminoácido Ser, no en Lys. 
En cambio, en los resultados de esta Tesis hemos visto que el 
AAS es capaz de aumentar también el nivel de acetilación de 
distintas proteínas plaquetarias, acetilando, entre otras, a la α-
tubulina (Figura 4.22). Este resultado abre un nuevo campo de 




diferentes proteínas (Figura 4.21), no solo a la COX-1 sino que 
también a los residuos de las Lys de diferentes proteínas 
plaquetarias, aunque todavía no se sabe cuáles son muchas de ellas, 
ni las posibles implicaciones funcionales de muchas de estas 
acetilaciones.  
Diversos autores han demostrado la capacidad que tiene el 
AAS de acetilar otras proteínas, como el fibrinógeno172 o la p-53132. El 
papel funcional de la acetilación de la α-tubulina inducida por el AAS 
es difícil de analizar porque las plaquetas son sensibles a la 
inhibición del TXA2 por el AAS. Aunque el hecho de que el AAS sea 
capaz de acetilar a la α-tubulina y, de esta manera, regular su 
polimerización podría ayudar a esclarecer los efectos COX-1 
independientes del AAS sobre la plaqueta. Curiosamente, el AAS se 
ha sugerido en varias ocasiones para el tratamiento y la prevención 
del cáncer173, aunque no está claro si este efecto es dependiente de 
la síntesis del TXA2. Además, el AAS y los inhibidores de HDAC han 
demostrado que actúan de forma sinérgica sobre varios sustratos, 
incluida la eNOS174. 
Como ya se ha comentado el AAS es el antiagregante más 
utilizado para el tratamiento del SCA, patología que causa un alto 
grado de morbilidad y mortalidad, sobre todo en pacientes con 
diabetes13. En este sentido, diversos estudios han demostrado que 
los pacientes diabéticos presentan una función plaquetaria 
aumentada y una menor respuesta al AAS175.  
Varias son los argumentos que podrían justificar esta 
hiperfunción plaquetaria relacionada con la diabetes, como una 




plaquetario, el aumento del estrés oxidativo, etc. Pero, con los 
resultados que hemos obtenidos en esta Tesis, donde el AAS es 
capaz de acetilar muchas proteínas, más allá de la COX-1, nos 
permiten hipotetizar sobre otras posibles explicaciones, ya que existe 
un estudio in vitro donde se demuestra que altos niveles de glucosa 
dificulta la acetilación de la Ser529 en la COX-1176, pero también de 
muchos otros residuos de Ser de otras proteínas muy diversas como 
la P-selectina177.  
Por lo tanto, la acetilación de proteínas en Lys por parte del 
AAS y que los pacientes diabéticos con AAS presenten menos nivel 
de acetilación, podría explicar algunos de los efectos COX-1 
independientes del AAS en diabéticos. Esta relación entre diabetes, 
acetilación de proteínas plaquetarias y efecto del AAS puede resultar 
especialmente interesante, y requiere de más investigaciones. 
A continuación, se muestra la Figura 5.1, resumen de todos 
los procesos estudiados en esta Tesis de acetilación/deacetilación de 








Figura 5.1. La Acetilación de la α-tubulina en las plaquetas. En 
plaquetas en reposo la α-tubulina está parcialmente acetilada y despolimerizada, al 
estimular con colágeno y TXA2 se activa la HDAC6 que deacetilar la α-tubulina, 
permitiendo que se reorganice el citoesqueleto para producir el cambio de forma que 
da lugar a la activación plaquetaria. Este mecanismo de deacetilación de la α-
tubulina es un proceso regulado enzimáticamente. Pero hay que destacar la 
capacidad del AAS para acetilar de manera no enzimática la α-tubulina. 
 
Todos los resultados obtenidos hasta el momento nos hacían 
pensar que las HDAC clásicas tienen un papel importante en la 
función plaquetaria, ya que el TSA, un inhibidor general de las 
HDAC, pero no de las sirtuinas, reducía parcialmente la agregación 
plaquetaria, la secreción de gránulos densos y el aumento del Ca2+ 
citosólico (Figura 4.12, 4.15 y 4.18), es decir, la función plaquetaria 
mediante la acetilación/deacetilación de la α-tubulina. Pero esto sólo 
sucedía cuando las concentraciones de los agonistas (colágeno o 
U46619) eran bajas, ya que, a concentraciones más elevadas, esta 




Esta falta de inhibición de la función plaquetaria a dosis más 
elevadas de agonista nos planteó la cuestión de que la participación 
de las enzimas que regulan la acetilación/deacetilación en las 
plaquetas podría de ser mucho más compleja. Por ello, uno de los 
objetivos principales de la presente Tesis, era estudiar la regulación 
de la acetilación/deacetilación de distintas proteínas por las HDAC, 
pero también por la otra gran familia de deacetilasas, las sirtuinas, 
así como tratar de comprender la implicación de la regulación de las 
sirtuinas en diferentes aspectos de la función plaquetaria y en los 
mecanismos de transmisión de señales. 
Decidimos continuar nuestro estudio utilizando en esta 
ocasión un inhibidor específico de las sirtuinas, el CAM86. 
Encontramos que el CAM era capaz de disminuir de forma 
significativa las respuestas plaquetarias, como la agregación, la 
liberación de gránulos densos, los incrementos de Ca2+ 
citoplasmático y la síntesis de TXA2 (Figura 4.25 a 4.29). Es 
interesante que esta inhibición se producía incluso a concentraciones 
de agonista superiores a las utilizadas con el TSA para el estudio de 
la acetilación de la α-tubulina. Estos resultados sugieren que las 
sirtuinas son reguladores centrales de la función plaquetaria, y no 
específica de algún agonista plaquetario, al modular probablemente 
alguna vía clave de la reactividad plaquetaria.  
¿Pero qué sirtuina o sirtuinas son las encargadas de regular 
la función plaquetaria? Se han descrito hasta el momento 7 sirtuinas 
distintas en distintos tipos celulares. Solo dos de ellas tienen 
localización citoplasmática, SIRT1 y SIRT2. Nos plantemos 
demostrar su presencia en las plaquetas humanas. Vimos que SIRT2 




menor proporción en comparación con la SIRT2. Similares resultados 
se obtuvieron con los niveles de ARNm de SIRT2 y SIRT1 (Figura 
4.32), confirmando la presencia de estas sirtuinas en las plaquetas 
humanas. La presencia de SIRT2 en las plaquetas ha sido 
posteriormente confirmada en otro estudio159. Sin embargo, no 
podemos descartar la presencia de otras sirtuinas en las plaquetas. 
Por otra parte, no hemos explorado la localización subcelular de 
estas sirtuinas o de otras, si las hay, en las plaquetas, ya que podría 
ser interesante conocer si son citoplasmáticas o mitocondriales, 
hecho que podría tener importantes implicaciones funcionales. 
Actualmente, existen algunos estudios en los que se destaca el papel 
de la SIRT3 en la acetilación de proteínas mitocondriales de células 
cardiacas178. Se sabe que esta sirtuina participa activamente en la 
acetilación/deacetilación de proteínas mitocondriales claves en la 
regulación del metabolismo mitocondrial179. Sería interesante estudiar 
si ocurre lo mismo en las plaquetas ya que recientemente se ha 
demostado la presencia de SIRT3 en las plaquetas humanas180, y 
además existen evidencias claras que relacionan las disfunciones 
mitocondriales plaquetarias con distintas patologías como la diabetes 
mellitus181. Por lo tanto, podría existir una relación entra la 
acetilación/deacetilación de proteínas mitocondriales y las 
alteraciones en la función plaquetaria de los pacientes con diabetes 
mellitus, hecho que valdría la pena explorar. 
Dada la presencia de SIRT1 y SIRT2 en las plaquetas se 
decidió utilizar dos inhibidores específicos, EX527 (SIRT1) y AGK2 
(SIRT2)86,137, para estudiar su participación en las distintas 
respuestas plaquetarias. Se encontró que la inhibición de SIRT1 no 




SIRT2 provocaba una disminución significativa de la agregación 
(Figura 4.33). Es interesante que la mayor inhibición se alcanzara 
con el CAM, inhibidor general de las sirtuinas (Figura 4.33). Este 
mayor efecto del CAM podría estar relacionado con una 
concentración más alta de este inhibidor con respecto al AGK2 (100 
µM versus 10 µM), pero resultó imposible utilizar una mayor 
concentración del AGK2 debido a su insolubilidad en medio acuoso. 
De hecho, si se compara los resultados de la concentración de 10 
µM de CAM (Figura 4.25) con los de la misma concentración de 
AGK2 (Figura 4.33), el CAM induce una inhibición similar o más baja 
que la inhibición inducida por AGK2. Comparando nuestros 
resultados con otro estudio realizado por Aslan et al.159, en el que 
también utiliza los inhibidores de las SIRT1 y SIRT2, observamos 
que no consigue inhibir de forma significativa la agregación al CRP 
cuando incuba previamente las plaquetas con el AGK2. Debemos 
tener en cuenta que la concentración de agonista que utiliza es de 
10µg/mL y la que utilizamos nosotros es de 1µg/mL de colágeno, 
mucho menos concentrado, además de ser un agonista distinto. En 
cambio, sí que obtenemos los mismos resultados con la inhibición de 
la SIRT1, a pesar de la diferencia con el agonista y la concentración. 
Todos juntos, estos resultados sugieren un papel importante para 
SIRT2 en la regulación de la agregación plaquetaria, aunque no nos 
permiten descartar la participación de otras sirtuinas. 
Resultados similares encontramos con la inhibición específica 
de la SIRT2 y la secreción de gránulos densos. Cuando las plaquetas 
eran estimuladas con colágeno o U46619 (Figura 4.34), tanto el 
AGK2 como el CAM producían una disminución significativa de la 




trombina no se producía esta inhibición de la secreción, solamente se 
producía una inhibición significativa con el CAM. Estos resultados 
podrían relacionarse con que la inhibición de la agregación a la 
trombina también es menor cuando están tratadas previamente con 
el AGK2 (Figura 4.33). Este resultado sugirió una especificidad en el 
estímulo con respecto a la regulación de la SIRT2.  
Este último resultado nos hizo plantearnos un nuevo 
experimento, para intentar discernir en qué punto dentro de los 
mecanismos de transmisión de señales que regulan la liberación de 
gránulos, se encuentra la acción de las sirtuinas. Decidimos utilizar el 
ionóforo y su capacidad de producir grandes incrementos de Ca2+ no 
mediados por mecanismos de transmisión de señales. Encontramos 
que en las plaquetas estimuladas con ionóforo, tratadas previamente 
con el CAM, AGK2 o EX527, no se afectó la liberación de la 
serotonina. Este resultado sugiere que los efectos inhibitorios del 
bloqueo de las sirtuinas se encuentran más arriba que los 
movimientos de Ca2+, y que la inhibición observada en la liberación 
de la serotonina cuando las plaquetas son estimuladas con colágeno 
o U46619 está relacionada con la inhibición del incremento del Ca2+ 
citoplasmático. Este hecho nos llevo a estudiar los movimientos de 
Ca2+; el resultado que se obtuvo (Figura 4.35), es que con la 
inhibición específica de SIRT2 o con el CAM, inhibidor general de 
todas las sirtuinas, se obtuvó una disminución significativa de los 
niveles de Ca2+ en respuesta a cualquiera de los agonistas 
empleados. Por lo tanto, las sirtuinas también participan en esta 
respuesta plaquetaria, la cual es probablemente responsable de la 





El conjunto de estos resultados sugiere que SIRT2 es la 
principal sirtuina que regula la función plaquetaria, aunque el mayor 
efecto del CAM podría revelar la existencia de otras sirtuinas, que 
podrían desempeñar también un papel funcional en las plaquetas.  
Dado que las sirtuinas participan en la función plaquetaria, se 
decidió explorar si los inhibidores de las alteraban el patrón de 
proteínas acetiladas, como hacía el TSA con la α-tubulina. El 
resultado obtenido de la incubación de las plaquetas con los 
inhibidores de las sirtuinas fue, sorprendentemente, que ni el CAM, ni 
el AGK2 ni el EX527 alteraron de manera significativa el patrón de 
proteínas acetiladas en plaquetas en reposo (Figura 4.36), a pesar 
del notable efecto sobre la función plaquetaria. Este hecho sugería 
que la acetilación mediada por la inhibición de sirtuinas se debe dar 
en proteínas menos abundantes, que pueden estar implicadas en los 
mecanismos de transmisión de señales, y por tanto, más 
complicadas de detectar por la técnica de inmunodetección. Por otra 
parte, no podemos descartar que estemos ante una limitación 
metodológica, ya que el anticuerpo empleado para la detección de 
proteínas acetiladas en Lys está lejos de detectar todas estas 
proteínas así como todos sus puntos de acetilación porque, en 
realidad, se trata de un anticuerpo que reconoce Lys acetiladas pero 
sólo cuando se encuentran rodeadas de una serie de secuencias de 
aminoácidos específicas. Por tanto, es de esperar que a medida que 
vayan apareciendo nuevas versiones del anticuerpo (o nuevas 
tecnologías) capaces de detectar un mayor número de estas 





Se decidió elegir un candidato como posible diana del efecto 
regulador de las sirtuinas en las plaquetas, la cinasa AKT/PKB. La 
AKT es una de las principales enzimas de las vías de transmisión de 
señales en las plaquetas, regulando procesos de agregación, 
liberación y movimientos de Ca2+ citoplasmático139. Además, en otros 
tipos celulares se ha demostrado que la acetilación de AKT regula su 
función140. Encontramos que al inmunoprecipitar AKT en presencia 
de los distintos inhibidores de las sirtuinas, su acetilación se 
incrementaba por el tratamiento con AGK2 (Figura 4.37), sugiriendo 
que AKT podría ser diana de la deacetilasa SIRT2 en las plaquetas  
Para que AKT sea activa139 se requiere de su fosforilación en 
una Ser y una Thr. Cuando las plaquetas se activan en presencia de 
colágeno se produce esta fosforilación, facilitando la transmisión de 
señales que permite la agregación plaquetaria. Pero si estas 
plaquetas son tratadas previamente con el AGK2, es decir, 
provocamos la acetilación de AKT, ésta ya no es capaz de 
fosforilarse (Figura 4.38). Para comprobar si su acetilación alteraba 
su funcionalidad se midió su capacidad de fosforilar a GSK-3β, uno 
de sus sustratos. La inhibición de la SIRT2 por el AGK2 afectó a la 
fosforilación de una Ser de la GSK-3β (Figura 4.39). Por tanto, la 
acetilación de AKT inducida por la inhibición de SIRT2 puede ser al 
menos parcialmente, responsable de los efectos funcionales 
observados en las plaquetas al inhibir las sirtuinas, y estimular las 





Figura 5.2. La acetilación/deacetilación de la AKT regula la actividad 
plaquetaria. Los diferentes agonistas plaquetarios activan a la SIRT2 provocando la 
deacetilación de AKT y permitiendo que se fosforile y pase a ser activa, de esta 
forma es capaz de fosforilar su sustrato la GSK-3β y permitir la agregación 
plaquetaria. Por otro lado, si se inhibe la SIRT2 con el AGK2, se favorece la 
acetilación de AKT y por lo tanto su inhibición e inactivación plaquetaria. 
 
Sin embargo, la agregación inducida por el colágeno produce 
la acetilación de la AKT (Figura 4.40), lo que contrasta con el 
observado incremento de la acetilación de AKT por AGK2. Varias 
pueden ser las explicaciones de esta aparente paradoja. En primer 
lugar, la AKT puede ser acetilada en diferentes residuos de Lys, 
como se ha demostrado en otras proteínas182. El anticuerpo que 
hemos utilizado contra las proteínas acetiladas en Lys no es capaz 
de diferenciar la localización de la acetilación, podría ser que AKT se 
acetilara en sitios distintos en respuesta a la inhibición de la SIRT2 o 
en respuesta a la agregación inducida por un agonista fisiológico. Un 




En segundo lugar, la cinética de fosforilación y acetilación 
puede ser importante: la acetilación de la AKT antes de la 
estimulación plaquetaria produciría una inhibición de la función 
plaquetaria, mientras que la acetilación inducida por el agonista 
formaría parte del proceso de activación. Son necesarios más 
estudios para entender este mecanismo.  
Finalmente, estos resultados no son necesariamente los 
únicos que pueden dar explicación a los efectos inhibitorios de las 
sirtuinas. Hay muchas proteínas implicadas en los mecanismos de 
transmisión de señales de las plaquetas que podrían ser reguladas 
por acetilación/deacetilación y que en esta Tesis no se han 
estudiado. 
En conclusión, en esta Tesis Doctoral se demuestra por 
primera vez que la acetilación de proteínas plaquetarias reguladas 
por SIRT2 juega un papel central en la función plaquetaria y en los 
mecanismos de transmisión de señales a través del control de la 
función de AKT. Estos resultados abren una nueva vía de 
investigación para el control de la función plaquetaria y pueden 
revelar nuevas dianas terapéuticas.  
La importancia de la acetilación de proteínas no histonas se 
conoce desde hace unos pocos años, en comparación con el estudio 
de la acetilación en las histonas. Pero ya se conoce que esta 
modificación postraduccional está implicada en la regulación de 
diversos procesos celulares como proteínas implicadas en la 
reparación o replicación del ADN, proteínas estructurales de las 
células e incluso enzimas metabólicas, sobre todas aquellas que 




Casi todos los enzimas que participan en la glicolisis, 
gluconeogénesis, ciclo de Krebs, oxidación de ácidos grasos, ciclo de 
la urea, metabolismo del nitrógeno y metabolismo de glucógeno; se 
pueden acetilar/deacetilar. Incluso en algunos casos se ha 
demostrado que este proceso es capaz de regular la función de estas 
enzimas184. Además, hemos de tener en cuenta que existe una 
relación directa entre los metabolitos del metabolismo intermedio, 
como el ATP, el NAD+ y el acetil-CoA, y el nivel de acetilación de las 
proteínas185. Cabe recordar que muchos de estos metabolitos son a 
la vez cofactores de los enzimas reguladores de la acetilación, como 
el NAD+ en las sirtuinas, o como el acetil-CoA que es la molécula 
dadora del grupo acetilo para las acetilasas185. Por lo tanto, el hecho 
de que exista esta relación tan estrecha entre los metabolitos, las 
enzimas que regulan la acetilación de las proteínas y el metabolismo 
intermedio genera un gran interés, abriendo un nuevo campo de 
estudio en cuanto a la posible regulación de estas enzimas a través 
de la acetilación y una nueva aproximación al estudio de aquellas 
enfermedades que cursan con alteraciones del metabolismo186.  
Aunque no está muy estudiado, sí que se sabe que muchas 
sirtuinas participan en la regulación del metabolismo intermedio. Por 
ejemplo, la SIRT1 regula el catabolismo de los ácidos grasos 
mediante la activación de la AMPK187. Estos estudios sugieren que 
controlar las deacetilasas y su capacidad de eliminar el grupo acetilo 
de los residuos de Lys en las enzimas metabólicas puede ser 
importante para el control del metabolismo intermedio. Sin embargo, 
este es un campo que se encuentra todavía en las primeras etapas 




distintos inhibidores y activadores de las HDAC que se han 
desarrollado con finalidad anticancerígena188. 
Un ejemplo de enfermedades que cursan con alteración del 
metabolismo son la obesidad y la diabetes, entre otras muchas. En 
los últimos años se ha producido un crecimiento exponencial en el 
diagnóstico de personas con obesidad y diabetes189, lo que conlleva 
a un aumento de la morbilidad y mortalidad. Además, estas 
patologías provocan un incremento del riesgo de sufrir una 
enfermedad cardiovascular190. Y no solo eso, también existe una 
relación importante entre estas patologías y la función plaquetaria. Es 
decir, es un hecho conocido e investigado desde hace mucho tiempo, 
que los pacientes obesos y/o diabéticos presentan una mayor 
resistencia a los fármacos antiagregantes191 y una mayor activación 
plaquetaria192. 
De nuestros resultados se puede deducir que las 
acetilaciones de proteínas y las sirtuinas son importantes para la 
función plaquetaria, por lo que podríamos pensar que éstas podrían 
ser un punto de unión entre los trastornos metabólicos (obesidad y 
diabetes) y alteración de la función plaquetaria en estos pacientes. 
Sin embargo, este punto requiere más investigación. Aunque 
empiezan a aparecer trabajos realizados en hepatocitos de pacientes 
con patologías metabólicas, como la diabetes, en los que se ha 
observado que existe una desregulación en la acetilación de 
proteínas implicadas en el metabolismo intermedio, se plantea la 
posibilidad de emplear activadores y/o inhibidores de la actividad 
acetilasa/deacetilasa para controlar la diabetes y reducir sus 
consecuencias193. Estos estudios abren la puerta al desarrollo de 




disfunción plaquetaria que se produce en estas patologías 
metabólicas. 
Por otra parte, y de forma tal vez sorprendente, es muy poco 
lo que conocemos del funcionamiento del metabolismo energético de 
las plaquetas, y cómo éste puede regular la función plaquetaria. En 
este sentido, recientes trabajos están poniendo el foco en el 
importante papel que juegan las mitocondrias plaquetarias en 
diversas respuestas funcionales194. Sería, por tanto, un interesante y 
novedoso campo de investigación abordar la relación entre trastornos 
metabólicos, metabolismo energético de las plaquetas y su posible 
regulación por la acetilación/deacetilación de proteínas mediada por 
HDAC y sirtuinas. 
La presencia de diversos factores de transcripción en la 
plaqueta fue toda una sorpresa, porque la plaqueta carece de 
actividad transcripcional90. La primera explicación que se barajó era 
que su presencia se debía al azar, que estaban presentes en la 
plaqueta adulta porque habían sido arrastrados desde el 
megacariocito. Más recientemente, se ha sugerido que la explicación 
puede ser más compleja, que son varios los factores de transcripción 
que se han identificado en las plaquetas (PPARγ, PPARβ/, LXRβ, 
RXRα, GR o NFκβ, entre otros)90, de varios de los cuales se ha 
demostrado que juegan un papel importante en el control de diversos 
aspectos de la reactividad plaquetaria. 
Las plaquetas han demostrado ser un posible modelo para el 
estudio de las funciones no genómicas que puedan tener los factores 
transcripcionales, debido a que la plaqueta no posee núcleo. Este 




que pueden tener estos factores de la transcripción en los 
mecanismos de transmisión de señales en una “célula” en la que los 
resultados no se van a confundir por la síntesis de proteínas.  
Varios son los estudios en los que se ha demostrado la 
presencia de STAT3 en las plaquetas y su unión con el receptor del 
TPO, el c-mpl. En el megacariocito se sabe que esta unión permite la 
activación de STAT3 y su translocación al núcleo para regular la 
formación de nuevas plaquetas92. Sin embargo, en las plaquetas el 
eje TPO-c-mpl-STAT3 juega otros papeles más allá de la regulación 
de la expresión de genes97. 
Diferentes estudios han demostrado que el TPO no es capaz 
de producir agregación plaquetaria, ni liberación de gránulos, 
actuando como “primer” y favoreciendo la acción de otros agonistas 
como el ADP o la epinefrina97,195. También se ha observado que 
existe una relación entre el TPO y la trombina, la cual incrementa la 
síntesis de TXA2, pero esta cooperación se anula si se tratan las 
plaquetas con el AAS141. Sin embargo, hasta donde sabemos, nadie 
ha estudiado la relación entre TXA2 y el STAT3 en las plaquetas, 
siendo este uno de los objetivos de la presente Tesis.  
Actualmente existen varios estudios realizados por Zhou et 
al.99,196 en los que se ha demostrado que la fosforilación de STAT3 
en las plaquetas está inducida por la activación de la GPVI inducida 
por el colágeno. Con la utilización de fármacos inhibitorios de STAT3, 
observaron que se producía una disminución de la agregación 
plaquetaria al colágeno y de la exposición de CD62, pero no 
observaron ningún efecto sobre la liberación de ATP. Por otro lado, 




observar con qué otras proteínas interactuaban. El resultado que 
obtuvieron es que STAT3 se une a dos enzimas como son la cinasa 
Syk y la fosfolipasa PLCγ2, enzimas que participan en el mecanismo 
de transmisión de señales inducido por el estímulo con colágeno. Por 
todo ello, concluyeron que STAT3 participa en los mecanismos de 
transmisión de señales mediados por el colágeno a través de GPVI, 
aunque no habían demostrado una unión específica entre GPVI y 
STAT3. Sin embargo, sabemos que la activación plaquetaria con 
colágeno requiere de una importante vía de amplificación como es la 
síntesis de TXA2 por la COX-1, de forma que el tratamiento con AAS 
o el bloqueo del receptor del TXA2, reduce de forma llamativa las 
respuestas plaquetarias al colágeno, especialmente a 
concentraciones de colágeno reducidas. Nos planteamos, por tanto, 
si STAT3 estaba directamente ligado a GPVI, o si su activación 
requería la síntesis de TXA2 inducida por colágeno, ya que Zhou et al 
no demuestran en la inmunoprecipitación que realizan que STAT3 
interactúa directamente con GPVI. En cambio, sí que existen 
estudios en los que se relaciona Syk con el receptor del TXA2, y 
cómo participa en su mecanismo de transmisión de señales197.  
Para confirmar esta hipótesis decidimos por un lado, inhibir la 
síntesis del TXA2 con el AAS (Figura 4.43), y por otro, bloquear el 
receptor del TXA2 (Figura 4.42). En ambos experimentos se produjo 
una disminución significativa del nivel de fosforilación de STAT3, 
cuando las plaquetas eran estimuladas con colágeno. En 
concordancia con estos resultados, se decidió estimular con el ADP, 
un agonista plaquetario que apenas produce síntesis del TXA2. En 
este caso no se produjeron cambios del nivel de fosforilación de 




en común entre los diferentes agonistas y el STAT3, es el TXA2 y la 
unión a su receptor. 
Para confirmar más aún el papel de STAT3 en la señalización 
del receptor del TXA2, se evaluó la estimulación de las plaquetas con 
dos análogos estructuralmente distintos del TXA2, el U46619 y el 
IBOP (Figura 4.44). Encontramos que ambos agonistas produjeron la 
fosforilación de STAT3, por tanto, estos resultados demuestran que 
la fosforilación de STAT3 es dependiente del receptor del TXA2, y no 
directamente del receptor GPVI del colágeno198 (Figura 5.3). 
Como ya había hecho Zhou et al., estimulando con colágeno, 
decidimos utilizar un inhibidor específico de STAT3, el STA21, y ver 
qué implicaciones tenía sobre la función plaquetaria cuando las 
plaquetas eran estimuladas directamente con los análogos del TXA2.  
 
Figura 5.3. La fosforilación de STAT3 está mediada por el receptor del 
TXA2. STAT3 participa en los mecanismos de transmisión de señales de la plaqueta 
a través de la unión del TXA2 a su receptor. Y no por la unión con los mecanismos 
de transmisión de señales asociados al receptor GPVI. La fosforilación de STAT3 
inducida por el colágeno es debido a la liberación del TXA2 que se produce por el 




En nuestros resultados observamos que tanto la agregación 
como la liberación de ATP disminuyeron de forma dosis dependiente 
con el STA21 al estimular las plaquetas con el U46619. Cabe 
destacar que la agregación era menos sensible a la inhibición de 
STAT3 que la liberación de ATP, incluso a las dosis más altas de 
STA21 (Figura 4.50 y 4.51). En paralelo se estudió la fosforilación del 
factor y se observó una inhibición completa de la fosforilación de 
STAT3 en estas condiciones (Figura 4.52). Cabe destacar que estos 
experimentos se realizaron también con el colágeno. En esta Tesis 
se ha demostrado que al inhibir STAT3 con el inhibidor específico, el 
STA21, se redujo tanto la agregación plaquetaria inducida por 
colágeno como la liberación, hecho que no se producía en los 
experimentos de Zhou et al., como se ha comentado anteriormente. 
La diferencia entre estos dos resultados podría estar relacionada con 
la utilización de diferentes concentraciones tanto de colágeno (1 
versus 2 µg/mL) como de inhibidor (50 versus 20 µM). Además, el 
STA21 no mostró efecto acumulativo sobre la agregación (Figura 
4.52) o la liberación (Figura 4.53) cuando se utilizó el SQ, bloqueante 
del receptor del TXA2.  
Ampliamos un poco más el estudio y decidimos ver si la 
fosforilación de STAT3 mediada por el TXA2 dependía de la 
amplificación que se produce con el estímulo. Vimos que la 
fosforilación de STAT3 inducida por el U46619 disminuía con el 
bloqueo del receptor P2Y12, mediante la utilización del 2MeSamp, pero 
no con el RGDS, que impide la agregación plaquetaria. Por lo tanto, la 
fosforilación de STAT3 es parcialmente dependiente de la liberación de 





Estos resultados pueden tener varias implicaciones 
traslacionales. En primer lugar, STAT3 podría ser un objetivo 
interesante para amplificar los efectos del AAS. Como ya se ha 
comentado, el AAS es el antiplaquetario más utilizado para la 
prevención secundaria del SCA. Sin embargo, existe una gran 
controversia sobre si el AAS es igualmente efectivo en todos los 
pacientes tratado, dadas las complicaciones clínicas causadas por la 
baja eficacia del fármaco en algunos pacientes199. En nuestro 
laboratorio demostramos que incluso pequeñas concentraciones de 
TXA2 (<3.5 ng/mL)200, equivalentes a una inhibición de la síntesis del 
TXA2 de aproximadamente el 95% con respecto a sujetos no 
aspirinizados, era capaz de producir un incremento de la reactividad 
plaquetaria en pacientes con alteraciones vasculares199,201. Por lo 
tanto, la señalización del TXA2 a través su receptor y STAT3 podrían 
actuar como “primer” reduciendo el efecto beneficioso del AAS. Esta 
hipótesis debería de ser comprobada.  
Por otro lado, la unión de las plaquetas desializadas, es decir, 
las más viejas, a los receptores “Ashwell-Morell” de los hepatocitos, 
inducen la síntesis de TPO mediante un mecanismo de transmisión 
de señales que implica la fosforilación de STAT3202, regulando de 
esta manera la producción de plaquetas nuevas. Además, los 
hepatocitos expresan receptores del TXA2203 y contienen ARNm del 
TXA2 (observaciones no publicadas). Curiosamente, en nuestro 
laboratorio hemos observado que existe una correlación positiva 
entre la síntesis de TXA2 y los niveles de TPO circulante en 
pacientes con SCA tratados con el AAS (enviado a publicar). Por lo 




de TPO hepático a través del receptor TXA2 y la fosforilación de 
STAT3, aunque esta relación debería de ser más estudiada. 
Finalmente, el uso de inhibidores de STAT3 en pacientes con 
cáncer debería considerar la posibilidad de que las complicaciones 
hemorrágicas asociadas al tratamiento estén causadas no sólo por la 
trombocitopenia asociada habitualmente a estos tratamientos204, sino 
quizás también por la inhibición de la fosforilación de STAT3 en el 
mecanismo de transmisión de señales, alterando de esta forma la 
función plaquetaria.  
En conclusión, estos resultados sugieren que la fosforilación de 
STAT3 está relacionada con la señalización del receptor del TXA2, 





























































1. El proceso enzimático de la acetilación/deacetilación de proteínas 
no histonas en las plaquetas, es un nuevo regulador de la función 
plaquetaria. Constituye un importante mecanismo de transmisión de 
señales en las plaquetas, que puede tener importantes implicaciones 
fisiopatológicas. 
 
2. Las plaquetas humanas presentan un acetiloma característico, que 
está regulado por diversas actividades deacetilasas, y varía con la 
agregación plaquetaria.  
 
3. La regulación enzimática de la acetilación/deacetilación de 
proteínas no histonas tiene importantes consecuencias en la 
funcionalidad de las plaquetas, tanto a nivel de la agregación 
plaquetaria como, la liberación de gránulos o los movimientos de 
Ca2+. Nuestros resultados demuestran que tanto la HDAC6 como la 
SIRT2 juegan un papel importante en la reactividad plaquetaria. 
 
4. La HDAC6 participa en la regulación de la función plaquetaria a 







5. La regulación de la función plaquetaria por la SIRT2 está mediada, 
al menos parcialmente, por su control de la acetilación de AKT. Sin 
embargo, no se puede descartar la participación de otras proteínas 
implicadas en los sistemas de transmisión de señales en las 
plaquetas. 
 
6. Nuestros resultados sugieren que la acetilación inducida por el 
AAS de proteínas distintas de COX-1 podría ser un nuevo 
mecanismo de acción del AAS al provocar la acetilación de diversas 
proteínas, como la α-tubulina. Sin embargo, se requieren más 
estudios para conocer la importancia de la acetilación de estas 
proteínas en las respuestas a aspirina COX-1 independientes. 
 
7. El factor de transcripción STAT3, participa en la regulación de la 
función plaquetaria, formando parte de los mecanismos de 
transmisión de señales a través del receptor del TXA2. 
 
8. Conocer el papel de los factores de transcripción en los 
mecanismos de transmisión de señales en células anucleadas como 
la plaqueta puede mejorar el entendimiento de los complejos 
mecanismos de activación plaquetar y puede sugerir nuevas dianas 






9. La acetilación de proteínas no histonas se ha implicado en la 
regulación del metabolismo energético de diversos tipos celulares. 
Por tanto, nuestros resultados abren la puerta a la interesante 
posibilidad de que la acetilación de proteínas en las plaquetas actúe 
como un nexo entre alteraciones metabólicas, como la diabetes o la 
obesidad, y la conocida hiperfunción plaquetaria que estas producen. 
 
10. En los últimos años se han desarrollado diversos reguladores 
farmacológicos de HDAC para el tratamiento de diferentes 
patologías, incluyendo el cáncer. Nuestros resultados sugieren que 
podrían tener efectos indeseados sobre la función de las plaquetas 
con las posibles complicaciones hemorrágicas que esto podría 
conllevar. Por otra parte, también sugieren que la regulación de las 
acetilaciones en las plaquetas podría constituir una nueva diana 
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